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INTRODUCCIÓN 
La prevalencia de patologías relacionadas con la alimentación, como la obesidad y el sobrepeso, la 
masificación de las tendencias  vegetarianas y saludables de consumo y la creciente preocupación 
de  los  consumidores por el  impacto ambiental de  los productos,  son aspectos que han  influido 
notoriamente en  la  industria alimentaria a  lo  largo de  las últimas décadas, orientándola hacia el 
desarrollo de alimentos que cumplan requerimientos cada vez más específicos, que proporcionen 
una nutrición balanceada, con una ingesta optimizada de nutrientes y que además tengan efectos 
preventivos o terapéuticos sobre diversas enfermedades. 
En este contexto han aparecido nuevas categorías de alimentos incluyendo alimentos funcionales, 
nutracéuticos,  probióticos  y  suplementos  dietarios.  Una  de  las  tendencias  más  fuertes  es  la 
búsqueda  de  fuentes  alternativas  de  proteínas,  en  particular  de  origen  vegetal,  que  puedan 
reemplazar las fuentes tradicionales (usualmente proteína animal) sin desventajas desde el punto 
de vista de su valor biológico. 
Los  productos  apícolas  (miel,  polen  y  jalea  real)  son  considerados  alimentos  funcionales, 
constituyen  parte  de  la  dieta  humana  desde  hace  siglos  y  han  sido  empleados  en  la medicina 
tradicional, debido a sus propiedades nutricionales y a que se han asociado a efectos saludables 
que están siendo el propósito de múltiples estudios.  
El polen corbicular o apícola es un producto originalmente  recolectado por  las abejas obreras y 
que es  recogido por  los apicultores por medio de  trampas de  recolección; es  la única  fuente de 
proteínas  de  las  abejas  y  se  caracteriza  por  tener  una  alta  concentración  de  azúcares  y  de 
proteínas.  
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En EE.UU., el polen apícola está reconocido por la FDA (Foods and Drugs Administration) como un 
suplemento nutricional y además de proteínas y aminoácidos esenciales, contiene, dependiendo 
de su origen botánico, cantidades variables de sustancias relevantes en la nutrición humana. 
Colombia  y  en  particular  la  región  correspondiente  al  Altiplano  Cundiboyacense,  tiene  unas 
condiciones  especiales  para  la  producción  de  polen  apícola  a  escala  industrial,  debido  a  sus 
ventajas climáticas y botánicas para este tipo de actividad agrícola. De hecho esta región reporta 
las  productividades más  altas  a  nivel mundial.  Se  estima  que  la  producción  nacional  de  polen 
aumente significativamente gracias a la creación de nuevas oportunidades de exportación y  a que 
su  consumo  interno  ha  venido  en  aumento  constante  en  la última  década, pasando de  ser un 
producto  conocido  exclusivamente  en  círculos  vegetarianos  a  ser  distribuido  en  almacenes  de 
cadena. 
Debido  a  estos  factores,  el  polen  constituye  una  potencial  fuente  de  proteína  alternativa  que 
puede ser incluida en la dieta directamente como un suplemento dietario. Sin embargo, a pesar de 
las cantidades relativamente altas de proteínas, la concentración por sí sola no es necesariamente 
un  indicador  directo  del  valor  nutricional.  Se  han  realizado  estudios  que  demuestran  que  las 
proteínas  del  polen  son  significativamente  menos  biodisponibles  (desde  un  punto  de  vista 
metabólico)  para  especies monogástricas  (como  los  seres  humanos,  las  aves  y  las  ratas)  que 
aquellas provenientes de otras fuentes, como la caseína láctea, lo cual sugiere que el polen apícola 
para  consumo  como  alimento  debe  ser  sometido  a  procesos  previos  con  el  fin  de  dar  a  sus 
componentes que constituyen los factores nutricionales una mayor eficiencia. 
De hecho, se sabe que en las colmenas, la colonia no consume el polen recolectado en su estado 
fresco. En realidad, las abejas obreras almacenan el polen recolectado en celdas donde debido al 
efecto de microorganismos y enzimas presentes en  las secreciones salivares y gastrointestinales 
de  las  abejas,  se  convierte  en  un  producto  comestible  conocido  como  “pan  de  abejas”  o 
“ambrosía”, que constituye el alimento de las larvas y la única fuente de nitrógeno para las abejas 
adultas. Este proceso es citado como análogo a una fermentación en fase sólida y el producto, que 
se  considera usualmente  de mejor  valor nutricional,  es  altamente  apreciado  en  el mercado de 
productos naturistas y en  la medicina tradicional, alcanzando precios de hasta 20 veces el precio 
del polen apícola en su estado fresco.  
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Debido a esto y como fruto de un trabajo extensivo que se realiza sobre productos apícolas, en el 
Instituto  de  Ciencia  y  Tecnología  de  Alimentos  ‐  ICTA  surge  la  idea  de  desarrollar  procesos 
aplicables desde el punto de vista industrial que de alguna manera reflejen el proceso natural que 
sufre el polen al  interior de  la colmena, pero que ante todo contribuya a  la mejora de  la calidad 
nutricional del mismo. 
Estos antecedentes constituyen la base sobre la cual está planteado el presente trabajo, en el cual 
se llevó a cabo un estudio inicial de la aplicación de microorganismos probióticos de uso industrial 
para desarrollar procesos que mejoren las características nutricionales del polen apícola. 
En  el  trabajo  se  evaluaron  diferentes  opciones  de  bioprocesos  orientados  al mejoramiento  de 
indicadores nutricionales de  la calidad del polen. Con este fin, en primer  lugar se  llevó a cabo  la 
caracterización  fisicoquímica,  microbiológica  y  palinológica  de  una  variedad  de  polen  apícola 
colombiano en dos etapas de su cosecha: polen recolectado en fresco (sin procesos posteriores de 
transformación o adecuación) y polen sometido a procesos de secado, y adicionalmente de polen 
almacenado en las celdas de una colmena (o pan de abejas), en los tres casos de origen geográfico 
común. 
Posteriormente se indujeron procesos de fermentación en fase sólida con bacterias ácido lácticas 
probióticas comerciales, a diferentes condiciones, en  sustratos conformados principalmente por 
polen  apícola  (previamente  caracterizado),  para  definir  las  variables  y  metodologías  de 
seguimiento de reacción y para seleccionar algunos parámetros, como cantidad de  inóculo y tipo 
de  cultivo,  que  fueran  óptimos  en  términos  de  variables  como  el  aumento  de  la  acidez  en  el 
tiempo y la viabilidad de los probióticos. En esta etapa también se estudió el uso de tratamientos 
térmicos como una opción  tecnológica para  la adecuación del polen como materia prima de un 
proceso  de  fermentación,  evaluando  el  efecto  de  distintos  tratamientos  sobre  características 
como la calidad microbiológica, la actividad antioxidante y el perfil de ácidos grasos. 
Finalmente  se  realizaron ensayos de  fermentación  con  las  condiciones  seleccionadas  como más 
adecuadas,  con  el  fin  de  hacer  un  seguimiento más  cuidadoso  (cuantificando  el  consumo  de 
azúcares  y  la  producción  de  ácido  láctico)  y  de  caracterizar  fisicoquímicamente  los  productos 
obtenidos para de este modo evaluar el efecto de  la  fermentación sobre el valor alimenticio de 
éstos. 
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Se  encontró  que  es  posible  inducir  un  proceso  de  fermentación  láctica  en  fase  sólida  sobre 
matrices  de  polen  apícola  utilizando  como  inóculo  la  especie  Lactobacillus  acidophilus  para  la 
obtención  de  un  suplemento  nutricional  proteico  apto  para  el  consumo  humano,  con 
características  probióticas  y  prebióticas.  Esta  fermentación,  está  caracterizada  por  una 
estabilización en  la concentración de ácido  láctico sintetizado  luego de 12 horas, alcanzando un 
rendimiento de cerca de 20 g de ácido láctico por kg de materia seca con un consumo significativo 
de glucosa y fructosa. 
Los  resultados del  trabajo evidenciaron  la necesidad de  someter el polen apícola a procesos de 
reducción de la carga microbiana de mayor rigor que aquellos que son utilizados actualmente por 
los apicultores en Colombia, tanto para su uso en procesos fermentativos como para su consumo 
directo, y señalaron los factores de riesgo microbiológico como el principal limitante de la aptitud 
del  polen  como  alimento  funcional.  Se  halló  que  la  aplicación  de  procesos  térmicos  de  tipo 
esterilización  logra disminuir  la  carga microbiana hasta niveles  seguros  sin efectos  significativos 
sobre la capacidad antioxidante (medida como concentración media inhibitoria del DPPH), mejora 
la  disponibilidad  de  los  componentes  internos  por  la  alteración  de  la  estructura  rígida  de  los 
granos  de  polen,  causa  una  disminución  leve  de  algunos  ácidos  grasos  insaturados  (como 
linolénico)  y  la  aparición  de  otros  (como  araquidónico)  y  disminuye  cerca  de  un  15%  la 
digestibilidad en pepsina de la proteína principalmente a causa de las reacciones de Maillard. 
Este  estudio  pretende  ser  la  base  de  trabajos  futuros  enfocados  al  desarrollo  de  un  nuevo 
producto  alimenticio  que  pueda  ser  incluido  en  el mercado  de  los  suplementos  dietarios  y  los 
alimentos funcionales. 
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1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
Los productos naturales, así como sus preparaciones para  la alimentación y  la optimización de  la 
ingesta diaria de nutrientes y del  funcionamiento de  los diferentes sistemas del organismo, han 
ganado  una  gran  importancia  comercial  en  años  recientes  transformando  definitivamente  la 
industria  agro‐alimentaria.  En  la  actualidad  este  interés  se  manifiesta  claramente  en  una 
tendencia de los mercados a considerar los alimentos como algo más que productos que brindan 
nutrición básica, con características sensoriales aceptables; en este contexto han sido reconocidas 
categorías  adicionales  de  alimentos,  incluyendo  “alimentos  funcionales”  y  “nutracéuticos”,  que 
han empezado a ser el objeto fundamental de  interés de  la  industria de  la alimentación humana 
(Burdock, Carabin y Grifiths, 2006). 
Entre  los  alimentos  funcionales  más  tradicionalmente  usados  se  encuentran  los  productos 
apícolas, es decir,  los productos derivados del cultivo de  las abejas,  los cuales han sido aplicados 
por  siglos  en  la  dieta  humana  así  como  en  la medicina  tradicional,  debido  a  sus  propiedades 
nutricionales y fisiológicas y por sus efectos saludables sobre el organismo humano características 
que han sido, más recientemente, el propósito de múltiples estudios (Kroyer y Hegedus, 2001). 
El polen apícola, o sea aquél que ha sido originalmente recolectado por parte de abejas obreras 
conocidas  como  “pecoreras”  y  que  es  recogido  por  los  apicultores  por medio  de  trampas  de 
recolección ubicadas en la entrada de las colmenas y sometido a procesos de secado, representa 
una fuente potencial de energía y de proteínas para el consumo humano (Bell et al, 1983; Abreu, 
1992;  Block,  Sinh  y  Gridley,  1994;  Serra‐Bonvehí  y  Scolà‐Jordà,  1997).  Diferentes  tipos  de 
preparaciones  de  polen  son  distribuidos  en  todo  el  mundo  con  propósitos  dietarios  y  como 
suplemento nutricional.  En  EE.UU.,  el polen  apícola  está definido por  la  FDA  (Foods  and Drugs 
Administration) como un “Suplemento Nutricional usado para complementar la dieta mediante el 
aumento  de  la  ingesta  dietaria  total”, mediante  el  acto  administrativo  conocido  como Dietary 
Supplement Health  and  Education Act  of  1994  (Kroyer  y Hegedus,  2001).  Este  polen  contiene, 
dependiendo de su origen botánico, cantidades variables de sustancias esenciales para la nutrición 
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como  carbohidratos,  lípidos,  vitaminas,  minerales,  proteínas  y  aminoácidos  esenciales, 
condicionalmente  esenciales  y  varios  tipos más  de  aminoácidos.  Es  también  rico  en  hormonas 
naturales,  carotenoides,  flavonoides,  fitosteroles  y  contiene  enzimas  y  coenzimas  (Apimondia, 
1993). 
A pesar de  las cantidades  relativamente altas de proteínas y aminoácidos del polen  fresco y del 
recolectado  por  abejas,  es  importante  resaltar  que  la  concentración  por  sí  sola,  no  es 
necesariamente un indicador confiable de la calidad nutricional (Pernal, 2000; Cook et al, 2003). Se 
han realizado estudios que demuestran que las proteínas del polen son significativamente menos 
biodisponibles (desde un punto de vista metabólico) para especies monogástricas (como los seres 
humanos, las aves y las ratas) que aquellas provenientes de otras fuentes, como la caseína láctea 
(Bell et al, 1983), lo cual puede indicar que el polen apícola para consumo como alimento debería 
ser sometido a procesos previos con el fin de dar a sus componentes que constituyen los factores 
nutricionales una mayor eficiencia. 
Se sabe que en las colmenas, la colonia no consume el polen recolectado en su estado fresco. En 
realidad, las abejas obreras almacenan el polen recolectado en celdas como una materia prima, la 
cual es combinada con capas delgadas sucesivas de miel, y bajo el efecto de microorganismos y 
enzimas presentes en  las secreciones salivares y gastrointestinales de  las abejas, se convierte en 
un  producto  comestible  conocido  como  “pan  de  abejas”  natural  o  “ambrosía”,  que  constituye 
tanto el alimento de las larvas como la única fuente de nitrógeno para las abejas adultas (Gilliam, 
1997; del Risco, 2002). 
La conversión del polen en pan de abejas natural ha sido reportado generalmente como resultado 
de la acción microbiana, donde básicamente ocurre una fermentación ácido láctica por acción de 
bacterias  y  levaduras,  acompañada de proteólisis,  lipólisis  y otros procesos  enzimáticos  (Foote, 
1957  y Haydak, 1958;  citados por del Risco, 2002).  Los altos niveles de ácido  láctico producido 
durante la fermentación (3,0 a 3,2%) contribuyen a su conservación después de largos períodos de 
tiempo, hasta 17 años (Astaruskene, 1990; citado por del Risco, 2002). En general, la composición 
nutricional del polen es  similar a  la del pan de abejas. Sin embargo,  se espera que éste último 
tenga un valor nutricional más alto, debido a su fermentación ácido láctica avanzada, la aparición 
de algunas vitaminas (como la fitomenadiona o vitamina K) (Apimondia, 1993; del Risco, 2002), y 
la  biodisponiblidad  optimizada  causada  por  la  enzimólisis  de  proteínas  y  polisacáridos; 
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adicionalmente, no existen  razones para esperar que  las propiedades bioactivas del polen,  tales 
como la reportada actividad antirradical, disminuyan.  
A pesar del valor nutricional mejorado del pan de abejas, con respecto al polen, y de su mercado 
potencial,  este  producto  es  aún  muy  raro  y  costoso,  debido  a  la  dificultad  inherente  a  su 
extracción y  los efectos negativos que su remoción tiene sobre el crecimiento y  la productividad 
de la colonia. 
Debido  principalmente  a  las  dificultades  de  su  extracción,  el  pan  de  abejas  alcanza  precios 
elevados; el precio de un recipiente con 120 gramos de pan de abejas puede estar cerca de los 25 
USD  (Apiarios  Sao Braz,  Lages  S. C., Brazil),  es decir de 208 USD/kg,  y  tiene una  alta demanda 
centrada  en  el  mercado  de  productos  naturistas  y  vegetarianos,  así  como  en  la  medicina 
tradicional. 
Sbovoda (1935) (citado por Pain y Maugenet 1996), llevó a cabo ensayos de obtención in vitro de 
pan de abejas. Foot (1957) (citado por del Risco, 2002), propone por primera vez la posibilidad de 
obtener  polen  fermentado  con  el  fin  de  remplazar  el  polen  almacenado  para  las  abejas  en 
estaciones de escasez. Pain (1966) experimentó con la obtención de polen fermentado a partir de 
polen esterilizado, usando cepas de Lactobacillus; así mismo,  intentó  la  fermentación usando  la 
microflora  espontánea  del  polen,  obteniendo  un  producto  químicamente  similar  y  con 
razonablemente  las mismas características que el polen almacenado naturalmente por  las abejas 
(o pan de abejas). 
Estudios hechos en Cuba sobre polen  (del Risco, 2002) en  la Estación Experimental Apícola de  la 
Habana  muestran  que  es  posible  obtener  un  producto  que  ha  sido  llamado  “pan  de  abejas 
industrial”, con una carga microbiana patogénica reducida y con cambios químicos significativos y 
diferencias  en  la  composición  de  los  componentes mayoritarios, más  específicamente  con  un 
mayor  contenido  de  aminoácidos  libres,  niveles  de  azúcar,  proteínas  y  grasas  ligeramente más 
bajos, así como una concentración  importante de micro‐elementos minerales, comparado con el 
polen apícola fresco, un pH más bajo y una acidez aumentada. 
Colombia  y  en  particular  la  región  correspondiente  al  Altiplano  Cundiboyacense,  tiene  un 
potencial considerablemente alto de producción de polen apícola a escala industrial, debido a sus 
ventajas  climáticas  y botánicas para  este  tipo de  actividad  agrícola. Actualmente,  cerca de 240 
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ton/año están siendo producidas en Colombia, la mayoría en el Altiplano, el cual tiene cerca de la 
mitad del precio  internacional del polen, a pesar de  su  riqueza  y de  la diversidad de  su origen 
botánico (Martínez, 2006). 
Es necesario, pues, crear valores agregados para esta materia prima; una posible vía es el objeto 
de esta investigación y consiste en el desarrollo de un proceso bioquímico para convertir el polen 
apícola  en  un  alimento  funcional,  tratando  de  reproducir  un  proceso  que  ya  existe  en  la 
naturaleza, con unas características que permitan su explotación a escalas industriales. 
1.1.  ALIMENTOS FUNCIONALES Y SUPLEMENTOS DIETARIOS 
Los hábitos de alimentación, en particular en el mundo occidental, han sido un factor importante 
en  el desarrollo  y  la prevalencia de  enfermedades  como  el  cáncer,  los derrames  cerebrales,  la 
diabetes,  la arteriosclerosis,  las enfermedades coronarias y hepáticas, etc.  (Cáceres y Castañeda, 
2002 citado por Cuenca, 2005). De  forma paralela  se han  incrementado, especialmente en esta 
parte del mundo, índices de malnutrición como el sobrepeso y la obesidad (Quicazán, 2003 citado 
por Cuenca, 2005) 
Estas tendencias han dado lugar al surgimiento de áreas de investigación que buscan el desarrollo 
de productos alimenticios que proporcionen una nutrición balanceada, con una ingesta optimizada 
de  nutrientes  y  que  además  tengan  efectos  preventivos  o  terapéuticos  sobre  diversas 
enfermedades; de este modo han aparecido conceptos como ‘alimento funcional’, ‘nutracéutico’ y 
‘suplemento dietario’.  
Aunque no  existe una definición  generalizada  reconocida por  el Códex Alimentarius,  la  FAO,  la 
OMS o la legislación europea, una definición para alimento funcional, propuesta por Vasconcellos 
(2001) es  “cualquier  alimento en  forma natural o procesada que,  además de  sus  componentes 
nutritivos,  contiene  componentes  adicionales  que    favorecen  la  salud,  la  capacidad  física  y  el 
estado mental de una persona”. En general se consideran funcionales los alimentos o bebidas que 
además de nutrir tienen beneficios fisiológicos adicionales, tales como proteger la salud, estimular 
funciones  físicas o mentales, prevenir algunos síndromes crónicos y aún ayudar a  tratar algunas 
enfermedades.  Estos  beneficios  fisiológicos  se  deben  a  que  contienen  algunos  compuestos 
biológicamente  activos,  que  son  útiles  para  el  organismo,  pero  no  esenciales  como  lo  son  las 
vitaminas,  los minerales y varios aminoácidos (Muños y Reyes, 2005; Ashwell, 2001). Un aspecto 
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complementario  a  esta  definición  no  necesariamente  considera  alimentos  funcionales  a  los 
naturales. Sólo aquellos que tienen dichos componentes bioactivos en cantidades significativas y 
cuyo  consumo  frecuente  da  lugar  al  mejoramiento  fisiológico,  son  los  que  deben  llamarse 
“funcionales”. 
Algunos  ejemplos  de  alimentos  funcionales  son  los  alimentos  que  contienen  determinados 
minerales,  vitaminas,  ácidos  grasos  o  fibra  alimenticia,  los  alimentos  a  los  que  se  han  añadido 
sustancias biológicamente activas, como fitoquímicos antioxidantes, y  los probióticos, que tienen 
cultivos vivos de microorganismos beneficiosos (Scientific Concepts of Functional Foods in Europe: 
Consensus Document, 1999).  
Aunque es regularmente usado en el mercado a nivel mundial, no existe una regulación en cuanto 
al  concepto  de  nutracéutico.  La  definición  más  aceptada  parece  ser  la  de  la  ANA  (American 
Nutraceutical  Association)  que  sugiere  que  un  nutracéutico  es  “cualquier  sustancia  que  es  un 
alimento  o  parte  de  un  alimento  y  que  brinda  beneficios médicos  o  saludables,  incluyendo  la 
prevención y el tratamiento de enfermedades”. Los nutracéuticos abarcan un grupo heterogéneo 
de productos que  incluyen extractos botánicos, vitaminas, minerales, complementos deportivos, 
complementos  alimenticios  y  alimentos  funcionales.  Aunque  existe  ambigüedad  en  cuanto  al 
término,  para  fines  de  reglamentación,  los  nutracéuticos  suelen  ser  considerados  como 
suplementes dietéticos, los cuales sí tienen una legislación definida.  
La FDA estableció mediante el Dietary Supplement Health and Education Act of 1994 (DSHEA) que 
un suplemento dietario es un product  ingerido oralmente que contiene un “ingrediente dietario” 
que  pretende  suplementar  la  dieta.  Los  “ingredientes  dietarios”  pueden  incluir:  vitaminas, 
minerales, hierbas u otros productos botánicos, aminoácidos, y sustancias como enzimas, tejidos 
de  órganos,  glandulares  y  metabolitos.  Los  suplementos  dietarios  pueden  ser  extractos  o 
concentrados, y pueden ser encontrados en muchas formas como tabletas, cápsulas, geles, pastas, 
líquidos o en polvo. Pueden estar en otras formas también, como por ejemplo en barras, caso en 
el  cual  la  información  en  el  rótulo  no  debe  representar  el  producto  como  un  alimento 
convencional como parte de una dieta o como un producto individual. Cualquiera sea su forma, el 
DSHEA  sitúa  los  suplementos  dietarios  en  una  categoría  especial  bajo  el  apelativo  general  de 
“alimentos”, no medicamentos, y requiere que todo suplemento sea rotulado como suplemento 
dietario. 
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El mercado para estos productos, que se estima que fue de cerca de 9.600 millones de dólares en 
2008 (Freedonia, 2004, citado por Cristancho, 2005), y es, de acuerdo con  la Corporación Andina 
de Fomento  (CAF), el mercado más promisorio para  la  región andina. En  los Estados Unidos,  las 
ventas de estos productos aumentan entre 5% y 10% al año ya que  las tendencias demográficas 
favorables  (tanto  los  adultos  jóvenes  como  los  grupos  mayores  de  50  años  muestran  una 
tendencia a  la expansión) crean una demanda de productos de este tipo por parte de  los grupos 
de menor  edad,  y  de  productos  para  estar  en  forma  por  parte  de  los  grupos  en  proceso  de 
envejecimiento (Cristancho, 2005). 
1.2.  LA PROTEÍNA EN LA ALIMENTACIÓN HUMANA 
Los  seres  humanos  requieren  tres  tipos  de  alimentos:  energéticos,  que  aportan  grasas, 
carbohidratos y proteínas; protectores, que aportan vitaminas y minerales, y  constructores que 
aportan proteínas y aminoácidos esenciales. Para que exista una alimentación balanceada debe 
existir un equilibrio entre estos tres grupos (Quicazán, 2003). El polen aporta elementos de los tres 
tipos de alimentos, pero es especialmente apreciado por su contenido de proteínas y aminoácidos 
esenciales (Del Risco, 2002).  
Las proteínas constituyen  la fuente de nitrógeno en  los seres humanos y son indispensables para 
el  desempeño  de  un  gran  número  de  funciones  orgánicas.  Por  un  lado,  forman  parte  de  la 
estructura  básica  de  los  tejidos  (músculos,  tendones,  piel,  uñas,  etc.)  y,  por  otro,  desempeñan 
funciones metabólicas y reguladoras (asimilación de nutrientes, transporte de oxígeno y de grasas 
en  la  sangre,  inactivación  de materiales  tóxicos  o  peligrosos,  etc.).  También  son  la  base  de  la 
estructura del código genético (ADN) y de los sistemas de reconocimiento de organismos extraños 
en  el  sistema  inmunitario  (UNED,  2006).  Estructuralmente,  las  proteínas  son macromoléculas 
formadas por uniones de péptidos que a su vez son cadenas  lineales de aminoácidos unidos por 
enlaces peptídicos. La absorción  final del nitrógeno en el organismo humano se da en  forma de 
aminoácidos libres, para lo cual las proteínas deben ser hidrolizadas primero en polipéptidos en el 
estómago y luego en oligopéptidos, tripéptidos y dipéptidos (lo cual ocurre en el intestino delgado 
gracias a las secreciones enzimáticas pancreáticas) hasta la forma de α‐aminoácido que puede ser 
absorbida en los primeros tramos del intestino delgado desde donde son transportados al hígado, 
a  través  de  la  vena  porta,  sirviendo  junto  con  los  aminoácidos  de  fuentes  endógenas  del 
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organismo como unidades estructurales para  la síntesis de nuevas proteínas circulantes (Delgado 
Fernández et al, 2004).  
Las  proteínas,  de  acuerdo  con  su  fuente,  aportan  diferentes 
pos  de aminoácidos y en  distintas proporciones.
 
 
 Algunos   de   estos   aminoácidos   se   consideran   “esenciales”   o   “indispensables”   ya   que 
no pueden  ser  sintetizados por el organismo humano por  sí  solo, y que por  lo  tanto deben  ser 
ingeridos como parte de la dieta. En cuanto a la cantidad neta de proteína, la FAO recomienda un 
consumo diario que gira alrededor de un gramo por kilogramo de peso corporal, aunque varía un 
poco  según  la  edad  y  las  etapas  de  crecimiento  (Ospina,  2003).  En  la  tabla  1  se muestran  las 
cantidades diarias recomendadas de aminoácidos esenciales para adultos actualmente en uso por 
la  FAO/OMS/ONU  (FAO, 2002)  y para niños en edad preescolar, de acuerdo  con un estudio de 
1980 del Instituto de Nutrición de Centroamérica y Pánama INCAP (Torún et al, 1979). 
Tabla 1. Requerimientos diarios de aminoácidos esenciales 
Aminoácido         mg/kg de masa corporal/día                                 mg/g      
 Adultos                              Niños (2 años)                  proteínai     
Histidina       10  no reporta     15 
Isoleucina       20        32      30 
Leucina        39  no reporta     59 
Lisina       30        66      45 
Metionina + cisteína       15        28      22 
       Metionina 
       Cisteína 
     10 
       4 
no reporta
no reporta 
     16 
       6 
Fenilalanina + tirosina       25  no reporta      38 
Treonina        15    >37, <53       23 
Triptófano         4         13         6 
Valina       26         39       39 
Aminoácidos totales 
 indispensables 
   184  ‐     277 
  i requerimiento medio de nitrógeno de 105 mg de N/kg/día (0,66 g proteína/kg/día) 
 
Las  deficiencias  de  proteínas  e  incluso  de  aminoácidos  esenciales  tienen  serias  consecuencias 
sobre  la salud. Cuando  la deficiencia de proteína causa fallas de crecimiento o muerte de tejidos 
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debido a la baja resistencia a las infecciones, sus efectos son permanentes. La cantidad y la calidad 
de  la proteína pueden  limitar en gran medida  la nutrición,  la salud y el desempeño funcional de 
poblaciones vulnerables, bien sea en países en desarrollo o en países industrializados (Scrimshaw, 
1980).  
 Actualmente el mayor problema que enfrenta la seguridad alimentaria es la escasez de proteínas, 
en especial las de origen animal (Cuenca, 2005; Quicazán, 2003) y se estima que un alto porcentaje 
de la población mundial tiene una ingesta tanto de proteínas como de aminoácidos esenciales por 
debajo de la recomendación que hace la FAO.  
Evaluación de la calidad de la proteína alimentaria 
La evaluación de  la calidad de  la proteína busca determinar  la capacidad de  fuentes y dietas de 
proteína alimenticia para satisfacer la demanda metabólica de aminoácidos y nitrógeno. Por esto 
cualquier medida de la calidad global de la proteína dietaria, si se determina correctamente, debe 
predecir  la eficiencia global de  la utilización de proteínas. Las  ingestas  recomendadas o  seguras 
pueden ajustarse de acuerdo con la medida de calidad para que dicha demanda se pueda cumplir. 
La utilización de la proteína es discutida generalmente en términos de digestibilidad, una medida 
de la ingesta dietaria que está disponible para el organismo después de la digestión y la absorción, 
y  del  valor  biológico,  que  es  una medida  de  cuán  bien  los  perfiles  de  aminoácidos  absorbidos 
cumplen  ese  requerimiento.  La  utilización  global  de  proteína,  es  decir  la  utilización  neta  de 
proteína (UNP), reflejará por  lo tanto  la digestibilidad como el valor biológico. Aunque  la UNP ha 
sido más empleada en estudios de alimentación animal, también se usa en estudios humanos para 
describir la correlación entre el balance de nitrógeno y la ingesta de éste. 
La calidad de la proteína es una medida de la biodisponibilidad, que es el término genérico para la 
proporción  de  cualquier  nutriente  que  puede  ser  absorbida  de  una  dieta  y  utilizada.  La 
biodisponibilidad  incluye  digestibilidad,  integridad  química,  y  la  libertad  de  interferencia  en  el 
metabolismo,  resaltando  aquellos  aspectos  de  utilización  de  aminoácidos  que  pueden  ser 
importantes  con  alimentos  específicos  y  métodos  de  procesamiento.  La  determinación  de  la 
biodisponibilidad puede ser hecha, con distintos grados de dificultad, en humanos directamente, 
pero claramente el uso de modelos animales es atractivo en términos de costo y tiempo  (Füller, 
2005).  
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Es necesario reconocer que hay algunas dificultades relacionadas con  la evaluación de  la calidad 
de la proteína que no han sido completamente resueltas, y son de tipo conceptual y técnico (FAO, 
2002; Scrimshaw, 1980). Esto  se debe a que en  la mayoría de  las  circunstancias en  la nutrición 
humana, la utilización de la proteína parece ineficiente, independientemente de la fuente. Esto es 
evidente desde el hecho de que el valor del  requerimiento por parte de adultos de proteína de 
buena calidad determinado en estudios de balance de nitrógeno parece  ser cerca del doble del 
valor  de  la  pérdida  obligatoria  de  nitrógeno,  lo  cual  implica  una  UNP  de  solo  50%.  Solo  en 
circunstancias particulares,  tales como el  rápido crecimiento observado durante  la  recuperación 
de  la malnutrición,  la  utilización  de  nitrógeno  alcanza  los  valores  encontrados  en  estudios  en 
animales. Aunque no se entiende bien la razón y ello podría reflejar la naturaleza adaptativa de la 
utilización  humana  de  proteína  (Millward,  2003),  lo  cierto  es  que  la  baja  eficiencia  global  de 
utilización de proteínas en humanos es bastante  reconocida. En  la práctica,  la evaluación de  la 
calidad de la proteína busca predecir la utilización relativa de diferentes fuentes de proteínas más 
que valores absolutos. 
Digestibilidad de proteína (FAO, 2002) 
La  digestibilidad,  la  proporción  de  proteína  alimenticia  que  se  absorbe,  se  define  a  partir  de 
medidas del nitrógeno de alimentos y heces, con la digestibilidad “real” tomando en cuenta hasta 
qué  punto  el  nitrógeno  fecal  es  “endógeno”,  el  cual  es  en  cambio medido  como  pérdida  de 
nitrógeno fecal en una dieta libre de proteína. 
  Digestibilidad aparente de proteína (%) = ூିி ௑ ଵ଴଴ூ  
  Digestibilidad real de proteína (%) = ூିሺிିி௞ሻ ௑ ଵ଴଴ூ  
  Donde  I =  ingesta de nitrógeno;  F= nitrógeno  fecal perdido en  la dieta de prueba  y  Fk= 
pérdida de nitrógeno fecal perdido en una dieta libre de proteína. 
Valor biológico (FAO, 2002) 
Se asume que el perfil de aminoácidos determina  la efectividad con  la cual el nitrógeno dietario 
absorbido puede ser utilizado, lo cual usualmente se define en términos de valor biológico.  
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Valor biológico aparente de proteína (%) = ሺூିிି௎ሻ ௑ ଵ଴଴ூିி  
  Valor biológico real de proteína  (%) = ூିሺிିி௞ሻିሺ௎ି௎௞ሻ௑ ଵ଴଴ூିሺிିி௞ሻ  
  Donde  U  =  nitrógeno  urinario  perdido  en  la  dieta  de  prueba;  Uk  =  nitrógeno  urinario 
perdido en la dieta libre de proteína. 
Puntaje de aminoácidos 
Éste  determina  la  efectividad  con  la  cual  el  nitrógeno  dietario  absorbido  puede  cumplir  los 
requerimientos  de  aminoácidos  en  el  nivel  seguro  de  ingesta  de  proteína.  Esto  se  logra 
comparando el contenido del aminoácido limitante (que es el aminoácido con el cociente más alto 
entre proporción molar en la demanda metabólica y proporción molar en la proteína o dieta) con 
su contenido en el patrón de requerimiento: 
  Puntaje de aminoácidos=  ௠௚ ௗ௘ ௔௠௜௡௢á௖௜ௗ௢ ௘௡ ଵ ௚ ௗ௘ ௣௥௢௧௘í௡௔ ௠௚ ௗ௘ ௔௠௜௡௢á௖௜ௗ௢௦ ௘௡ ௘௟ ௣௔௧௥ó௡ ௗ௘ ௥௘௤௨௘௥௜௠௜௘௡௧௢ 
Puntaje de aminoácidos corregido por digestibilidad de la proteína (PDCAAS) 
Es el indicador que recomienda la FAO/OMS como el más adecuado para expresar la calidad de la 
proteína y se expresa como: 
  PDCAAS = Digestibilidad x Puntaje de aminoácidos 
Tanto  la digestibilidad de  la proteína como el valor biológico y el PDCAAS se pueden evaluar por 
medio  de  ensayos  directamente  en  humanos;  también  se  pueden  hacer  aproximaciones  en 
animales que  tengan  sistemas digestivos  comparables, especialmente  ratas,  cerdos y pollos  son 
utilizados.  Los  bioensayos  para  calcular  los  indicadores  PER  (Protein  Efficiency  Ratio)  que  es  la 
razón de eficiencia de  la proteína y el NPU  (Net Protein Utilization) que es  la utilización neta de 
proteína  en  ensayos,  ambos  en  animales monogástricos,  se  pueden  correlacionar  hasta  cierto 
punto con los mismos indicadores en humanos. Estos son llamados métodos in vivo. Sin embargo 
unos  como  otros  implican  la  realización  de  ensayos  lentos  y  costosos,  por  lo  cual  se  han 
desarrollado métodos  químicos, enzimáticos y microbiológicos que pueden, al menos hasta cierto 
punto  (Satterlee,  1979),  brindar  indicadores  gruesos  de  la  calidad  de  la  proteína  y  que  tienen 
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como ventaja la relativa simplicidad, un menor costo y la rapidez. Estos son llamados métodos in 
vitro y son muy utilizados especialmente en la industria de la nutrición animal. 
Métodos de medición in vitro de la calidad de la proteína  
Los  ensayos  que  combinan  técnicas  de  hidrólisis  enzimática  con  análisis  de  aminoácidos 
representan un  intento de simplificar  las metodologías existentes de determinación de  la calidad 
de  las proteínas. En estos ensayos se usa el principio de que para  la utilización de  la proteína, es 
necesario  que  ésta  pueda  ser  hidrolizada  por  diferentes  enzimas,  como  ya  se  ha mencionado. 
Dentro de estos métodos están el del Residuo de Digestión en Pepsina (RDP) (Sheffner et al, 1956), 
análogo a  la Digestibilidad en Pepsina, el del Residuo de Digestión en Pepsina‐Pancreatina  (RPP) 
(Akeson  y  Stahman,  1964)  y  el  del  Diálisis‐Digestión  en  Pepsina  Pancreatina  (DDPP)  (Mauron, 
1966).  En  todos  ellos  se  analiza  el  perfil  de  aminoácidos  de  la  fracción  no  digerida  por  estas 
enzimas.  Una  aproximación  a  estos  métodos  es  la  Digestibilidad  en  Pepsina  para  Alimentos 
Animales (AOAC, 1998), cuyo principio es que a mayor digestibilidad de  la proteína o el alimento 
proteico menor residuo no hidrolizado quedará en la mezcla digestiva. 
Otros métodos  emplean  enzimas  liberadas  directamente  sobre  la muestra  por  bacterias  como 
Tetrahymena, Clostridium perfringens  y Streptococcus  zymogenes  (Ford, 1980), bajo  los mismos 
principios conceptuales. 
Otros  ensayos mucho más  sencillos  están  basados  en  la  correlación  entre  la  solubilidad  de  la 
proteína en ciertas soluciones con la posibilidad de la misma de ser aprovechada en el organismo, 
por  ejemplo  la  medición  de  solubilidad  de  proteína  en  NaOH  que  según  sus  autores  se 
correlaciona bien con la digestibilidad de la proteína en algunos modelos animales. 
Vale  la pena  recordar que estos ensayos no  siempre están  linealmente  correlacionados  con  los 
índices  in vivo de  la calidad de  la proteína, por  lo tanto es poco probable que puedan ser usados 
con  fines  legislativos,  sin  embargo  proveen  información  que  puede  ser  valiosa  (Marable  y 
Sanzome, 1979) y constituyen por ende indicadores preliminares de la calidad de la proteína. 
1.3.  EL POLEN. GENERALIDADES 
El polen es un polvo de aspecto variable de fino a grueso, constituido por microgametofitos que 
son los granos de polen. Los granos de polen son una multitud de partículas microscópicas (6‐200 
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μm  de  diámetro)  con  forma  muy  variable,  usualmente  esférica  u  ovalada,  contenidos 
originalmente en el saco polínico de  las flores. Son  los gametos masculinos  (células de esperma) 
en  las plantas superiores  (Apimondia, 1993). El polen se transfiere al estigma de una  flor  (en un 
proceso  llamado polinización), bien  sea  a  través del  viento,  agua o  varios  animales  (la mayoría 
insectos), entre los cuales están las abejas. 
Cada grano de polen transporta una variedad de nutrientes y una vez llega al estigma se divide en 
diferentes capas y da lugar a la aparición de un tubo a través del usualmente largo estigma de la 
flor. El crecimiento continúa hasta el saco embrionario en el ovario de las flores, dentro del cual un 
óvulo se fusiona con una célula de esperma del polen para completar la fertilización. Dependiendo 
de los requerimientos de este proceso y el modo de transporte de una flor a otra, cada especie de 
planta ha evolucionado un tipo característico de polen, por  lo tanto existe una gran variedad de 
pólenes que son distintos en morfología y composición química  (FAO, 2007). El conocimiento de 
esta  variabilidad  se  usa  por  ejemplo  para  la  identificación  del  origen  botánico  y  geográfico  de 
mieles (melisopalinología) e incluso en paleontología y en ciencia forense.  
El grano de polen tiene una capa exterior dura llamada “exina” que protege las células de esperma 
durante el proceso de transporte desde el órgano masculino de la flor al pistilo de la siguiente flor. 
La  principal  sustancia  que  forma  la  exina  es  la  esporopolenina,  un  politerpeno  impermeable 
resistente  a  los  agentes  químicos.  La  esporopolenina  es  muy  resistente  a  la  descomposición 
pudiendo  llegar a dar a  la exina una duración de miles de años;  su  composición química no  se 
conoce con exactitud, debido a su  inusual estabilidad química y resistencia a  la degradación por 
enzimas y por agentes químicos fuertes. Los análisis químicos revelan la existencia de una mezcla 
de biopolímeros, conteniendo principalmente cadenas largas de ácidos grasos, fenil‐propanoides, 
fenoles  y  trazas  de  carotenoides.  Experimentos  con marcadores  han  revelado  a  la  fenilalanina 
como  su  principal  precursor  pero  tiene  carbón molecular  proveniente  de  otras  fuentes.  Puede 
decirse que la esporopolenina deriva de diversos precursores que están vinculados químicamente 
para  formar una estructura  rígida  (Boavida et al, 2005). La parte  interna del grano contiene dos 
núcleos: uno vegetativo que da origen al tubo de fertilización y otro que contiene una única célula 
generativa, estos se encuentran cerca del retículo endoplasmático y todo el interior está rodeado 
por  una  pared  de  celulosa  o  “intina”.  Las  fibras  de  celulosa  de  la  pared  interna  del  grano  se 
pueden  expandir  y  contraer  dando  cierto  grado  de  elasticidad  y  resistencia  al  aplastamiento. 
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Finalmente, el equipamiento antioxidante del grano de polen está constituido por sustancias como 
tocoferoles, provitamina A, vitamina D y fistosteroles (Erdtman, 1966).  
 
Figura 1. Esquema de la estructura del grano de polen. (A) Exina; (B) intina; (C) interior con 
retículo endoplasmático; (D) apertura; (E) núcleo vegetativo; (F) núcleo con célula generativa. 
1.3.1. Polen apícola o polen corbicular 
El polen es recolectado por las abejas “pecoreras” durante su visita a las flores, proceso durante el 
cual  los granos se adhieren a sus patas; tienen una  forma de pellets esféricos,  la cual es  lograda 
por  las abejas, gracias a un movimiento de sus patas y a  la aplicación de secreciones salivares y 
néctar  regurgitado;  es  transportado  a  la  colmena  en  espacios  ubicados  en  sus  patas  traseras, 
específicamente  en  su  tercer  par  de  patas  conocidos  como  corbículas  que  hacen  las  veces  de 
“bolsillos”,  de  allí  el  nombre  “polen  corbicular”.  El  “polen  apícola”  es  recolectado  por  los 
apicultores por medio de  trampas, colocadas en  la entrada a  la colmena, que consisten en una 
placa de distintos materiales (desde madera hasta plástico) con orificios por  los cuales  las abejas 
pasan con dificultad debido a los pellets de polen de las corbículas, lo que las obliga a expulsar al 
menos uno de los dos pellets el cual al caer es recogido en una bandeja de recolección y evita su 
contacto con el suelo, y ayuda a aislar el polen de otros animales. Esa es la vía más recomendada 
de manipulación,  y  aquella  que  no  es  dañina  para  el  desarrollo  de  la  colmena.  Es  importante 
durante  la  cosecha  de  polen,  realizar  el  vaciado  de  estas  trampas  diariamente  ya  que  de  otro 
modo  al  estar  expuesto  al medio  ambiente,  el  polen  se  degrada  en  un  período muy  corto  de 
tiempo (menos de un día) debido a su contenido de humedad (del Risco, 2002). 
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Una  vez  el  polen  es  recolectado,  usualmente  es  secado  en  el  menor  plazo  posible  a  una 
temperatura cercana a los 48°C hasta que el contenido de humedad permanezca debajo de 5.6% 
en peso. Una vez  seco y  frío, el polen  se debe  limpiar de  restos de vegetales,  restos de abejas 
(patas, alas, y otras impurezas para lo cual se utilizan diferentes tamices terminando la limpieza en 
forma manual. Lo normal es limpiar el polen haciéndolo pasar por una tolva con salida regulable y 
un ventilador en la parte inferior que despide impurezas por diferencia de densidades, cayendo el 
polen  limpio  (más denso que  las  impurezas) en un recipiente situado debajo. También se suelen 
utilizar tamices vibratorios que van separando además las distintas calidades de polen atendiendo 
al  diámetro  de  los  pellets.  Otra  posibilidad  es  mantenerlo  en  temperaturas  de  congelación, 
usualmente en empaques plásticos, hasta su secado o disposición final  (Almeida‐Muradian et al, 
2005). 
La técnica de empaque usual consiste en dosificarlo en recipientes de vidrio tratando de mantener 
en  estos,  la menor  cantidad  de  aire  posible.  En  estas  condiciones,  el  polen  se  conserva  por 
períodos de un año a temperatura ambiente (Almeida‐Muradian et al, 2005). 
Vale  la pena mencionar que  lo anteriormente descrito se refiere al polen recolectado por abejas 
de  la especie Apis mellifera  la cual es  la única especie de  importancia  comercial en cuanto a  la 
producción de polen en el mundo. En adelante en este documento “polen” sin otro apelativo hará 
referencia a  “polen corbicular” o “apícola” excepto si se especifica algo diferente.  
1.3.2. Composición nutricional y propiedades fisicoquímicas 
De acuerdo con el origen botánico y  la estación  (en  los  lugares donde hay estacionalidad), para 
cada  tipo  de  polen,  se  encuentran  composiciones  notablemente  diferentes.  El  contenido  de 
humedad antes de someterse a secado oscila entre 10 a 30% peso/peso.  
Cerca  de  la  tercera  parte  de  su  valor  calórico  (246  kcal/100  g)  es  dada  por  los  glúcidos, 
principalmente glucosa y  fructosa, provenientes principalmente del néctar usado por  las abejas 
para dar forma a los pellets de polen. También hay un contenido de oligosacáridos y polisacáridos, 
como  almidón,  calosa,  pectina,  celulosa,  lignina,  esporopolenina  y  sustancias  derivadas  de  la 
lignina que también están presentes (Apimondia, 1993). En general los azúcares reductores están 
en valores alrededor de 26 a 36% en peso y los no reductores incluyendo di‐ y trisacáridos entre 1 
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y 10%, el almidón entre 0 y 3% y la fibra dietaria entre 10 y 15% (FAO, 2007; Serrá‐Bonvehí y Scolà 
Jordà, 1997). 
Las  proteínas  simples  y  complejas  son  cerca  de  20  al  30%  del  polen.  El  polen  es más  rico  en 
proteínas que la mayoría de los alimentos de origen vegetal usados comúnmente como fuente de 
estas, y una alta proporción de  la  fracción de nitrógeno está presente como aminoácidos  libres 
(Apimondia, 1983). Contiene prolina e hidroxiprolina, así como todos los aminoácidos esenciales y 
semi‐esenciales. La presencia de ácido glutámico y prolina está relacionada con el envejecimiento 
del producto (del Risco, 2002). 
La  fracción proteica del polen contiene cantidades notables de enzimas, especialmente amilasa, 
invertasa,  fosfatasas,  tranferasas  así  como  factores  coenzimáticos,  como  biotina,  glutatión  y 
ciertos nucleótidos (Human y Nicolson, 2006). 
El polen  contiene  lípidos en  concentraciones variables,  sobre  todo dependiendo de  si  su origen 
son plantas anemófilas  (polinizadas por el viento) o entomófilas  (polinizadas por  insectos): estas 
últimas son más ricas en contenido de  lípidos. Los  lípidos en el polen pueden variar entre el 1 y 
20% del peso seco total (Almeida‐Muradian et al, 2005). 
Los componentes principales de las cenizas son potasio, sodio, calcio, azufre y en cantidades más 
pequeñas: aluminio, cloro, cobre, hierro, manganeso, níquel, silicio, titanio y zinc (Serrá‐Bonvehí y 
Scolà Jordà, 1997). 
El  polen  también  tiene  proteínas  del  grupo  B,  enzimas,  aminoácidos  libres  esenciales,  beta 
carotenos, vitaminas C, D y E (del Risco, 2002).  
En  cuanto  a  la  acidez  y el pH de  los pólenes, existen menos estudios disponibles,  sin embargo 
Loper et al (1980) reportan valores de pH de 4,2 y de 460 meq/kg de acidez libre titulable (Loper  
et al, 1980);  la norma argentina para polen apícola establece que  los valores permitidos de pH 
para pólenes están entre 4 y 6 (Baldi, 2004), sin embargo el  intervalo de variación en realidad es 
menor, dado que los pólenes rara vez alcanzan valores de más de 5,3 de pH. Un estudio realizado 
en  el  ICTA  (Fuenmayor,  Díaz‐Moreno  y  Zuluaga,  2009)  mostró  que  los  pólenes  del  Altiplano 
Cundiboyacense  tienen un  valor de pH promedio de 4,6 oscilando entre 4,0  y 5,1  y una acidez 
titulable promedio de 260 meq/kg en base  seca, oscilando entre 200 meq/kg y 350 meq/kg en 
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base seca. La actividad acuosa Aw está entre 0,25 y 0,30 para pólenes que han sido deshidratados 
(Serrá‐Bonvehí  y  Escolà‐Jordâ,  1997)  y  0,75  para  pólenes  frescos  sin  secar  (Fuenmayor,  Díaz‐
Moreno y Zuluaga, 2009). 
 
Tabla 2. Comparación de algunos parámetros de composición nutricional de diferentes clases de 
polen. Valores medios ± desviación estándar (intervalo de variación) 
Origen del polen  Humedadi (%)  Cenizasii (%)  Grasaii (%)  Proteína [N  x 6,25]ii (%) 
 
Boyacá ‐ Colombia 
(Fuenmayor, Díaz‐
Moreno, Zuluaga y 
Martínez, 2009) 
 
5,4 ± 1,7 
(8,9 – 1,8) 
2,2 ± 0,5 
(3,1 – 1,4) 
5,9 ± 0,8 
(8,3 – 2,5) 
22,0 ± 3,4 
(29,5 – 16,7) 
Extremadura y Salamanca 
‐ España (Serra‐Bonvehí y 
Escolà‐Jordà, 1997) 
4,9 ± 0,3 
(5,9 – 4,7) 
2,0 ± 0,1 
(2,3 – 1,7) 
6,2 ± 0,6 
(7,6 – 5,0) 
17,9 ± 0,7 
(21,3 – 14,8) 
 
4,1 ± 0,3 
(3,2 – 5,1) 
2,3 ± 0,1 
(2,2 – 2,3)  ‐ 
24,2 ± 0,7 
(20,6 – 27,9) 
Pólenes de eucalipto 
Australianos (Bell, 1983) 
 
Aloe (Aloe greatheadii 
var. davyana) de 
Sudáfrica 
 
 
18,8 ± 3,3  3,6 ± 0,2  5,5 ± 1,0 
 
31,4 ± 1,0 
(Human, Nicolson, 2006) 
Sur de Brasil (Almedia‐
Muradian, 2005) 
 
 
7,4 ± 0,7  2,4 ± 0,8  7 ± 2 
 
21 ± 4 
Estados Unidos (Herbert y 
Shimanuki, 1978) 
24,3 
(21,3 – 29,3) 
3,2 
(2,4 – 3,5) 
4,9 
(4,0 – 5,5) 
24,1 
(21,0 – 29,3) 
i los pólenes analizados de Colombia, España, Suráfrica, Brasil y Australia fueron sometidos a procesos de 
secado 
ii porcentaje peso / peso, en base libre de agua 
“‐“ no se reporta 
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Tabla 3. Comparación de minerales de diferentes clases de polen. Valores medios ± desviación 
estándar (intervalo de variación) 
Origen del Polen  Minerales (mg/100g)
Na  K  Ca  Fe  Mg  Cu  Zn 
 
Boyacá 
(Fuenmayor, 
Díaz‐Moreno, 
Zuluaga y 
Martínez, 2009) 
‐ 
333,7   ± 
202,8 
(682,9 – 
20,5) 
114,8 
± 82,6 
(239,2 
– 2,3) 
3,8 ±    
4,6 
(16,5 – 
0,0) 
185,9      
± 81,3 
(497,3 – 
80,1) 
2,0       
± 1,9 
(8,0 –   
0,4)  
4,3         
± 2,5 
(14,6 – 
2,1) 
 
Extremadura y 
Salamanca ‐ 
España (Serra‐
Bonvehí y 
Escolà‐Jordà, 
1997) 
130,1      
± 48,7 
(237,5 – 
614) 
415,3  ± 
102,6 
(237,5 – 
614) 
49,1    
± 16,6 
(85,0 – 
25,3) 
3,9 ±   
2,0 
(8,0 – 
1,1) 
43,2       
± 13,2 
(81,6 – 
27,3) 
0,9       
± 0,3 
(1,6 – 
0,4) 
3,4         
± 1,5 
(8,1 – 
1,9) 
 
Pólenes de 
eucalipto 
Australianos 
(Bell, 1983) 
89,8 ± 
29,1 
(93,1 – 
86,5) 
464,0  ± 
28,4 
(465,3 – 
462,7) 
85,2    
± 3,5 
(112,3 
– 58,1) 
‐ 
82,8       
± 3,2 
(77,6 – 
88,0) 
1,9       
± 0,1 
(1,4 – 
2,5) 
5,6         
± 0,4 
(4,6 – 
6,6) 
 
Polen de 
Almendra de 
Estados Unidos 
(Loper, 1980) 
‐  567,0  115,0  ‐  77,5  ‐  10,3 
 
Australia 
(Somerville y 
Nicol, 2002) 
8,2  553,0  114,6  6,7  71,6  1,2  5,8 
“‐“ no se reporta 
 
1.3.3.  Propiedades biológicas 
Varios  investigadores  han  relacionado  el  polen  con  tratamientos  de  diversos  tipos  de 
enfermedades:  afecciones  prostáticas  (Mihailescu,  1976;  Roman  1976;  Donadiev,  1981); 
arteriosclerosis (Gueorguieva, 1975); hiperlipidemia (Achongh et al, 1989) y anemia (Gueorguieva, 
1983), todos citados en Giral et al (1991). 
También  se ha probado que el polen mejora  la absorción de hierro en especies monogástricas, 
mejorando la eficiencia de la regeneración de la hemoglobina hasta en un 40% (Haro et al, 2000). 
El polen muestra una acción antibiótica muy efectiva  contra  Salmonella  spp.  (Hegazy, 2001),  la 
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cual  concuerda  con  la  tradición  que  relaciona  el  polen  como un  remedio para  ciertos  tipos de 
diarrea. También se ha reportado acción anti‐constipante (Díaz, Giral y Pérez, 2001). 
Actualmente existen varios investigadores que reportan e investigan la actividad antioxidante y los 
efectos de eliminación de  radicales  libres del polen  (Kroyer  y Hegedus, 2001;  Saric  et al, 2009; 
Fuenmayor  et al, 2009; Eraslan, 2009; LeBlanc et al, 2009; Leja et al, 2007). 
1.3.4.  Valor nutricional de las proteínas del polen 
La mayoría de  las  investigaciones  realizadas  sobre  la proteína del polen han  sido enfocadas en 
relacionar  la  composición nutricional del polen  con el  crecimiento de  la  colonia  (punto de vista 
zootécnico)  más  que  en  su  calidad  como  alimento  para  humanos.  Sin  embargo,  es  posible 
encontrar algunas  investigaciones en  las cuales  la calidad y  la biodisponibilidad de  las proteínas 
han sido estudiadas (Bell, 1983; Human y Nicolson, 2006; Quicazán, Parra, Tobón y Arango, 1990; 
Fernandez, da Silva, 2000; Herbert y Shimanuki, 1978). Human y Nicholson (2006) señalan que  la 
composición de aminoácidos puede definir el valor nutricional del polen más adecuadamente que 
el contenido de proteína; esta afirmación es válida, teniendo en cuenta que, como se mencionó 
antes  en  este  documento,  la  capacidad  del  organismo  para  metabolizar  la  proteína  está 
fuertemente  influenciado  por  el  perfil  de  aminoácidos  esenciales,  tanto  en  humanos  como  en 
abejas (Cook et al, 2003).  
Tabla 4. Perfil de aminoácidos y puntaje de aminoácidos esenciales para diferentes pólenes  
mg/g proteína 
Aminoácido 
Aloe 
greatheadiii 
Eucalyptus
marginataii 
Eucalyptus 
calophyllaii  Españaiii 
Requerimiento 
FAO/OMSiv 
Histidina  18,9  44,64  32,32  3,5  15 
Isoleucina  40,8  42,72  40,16  2,8  30 
Leucina   69,6  56,32  52  5,7  59 
Lisina  60,6  39,84  36,16  3,8  45 
Metionina  15,3  27,68  19,68  1,3  16 
 Cisteína  ‐  18,88  41,6  ‐  6 
Fenilalanina + 
tirosina  69  90,72  34,72  7,9  38 
Treonina   43,9  44,64  38,4  1,3  23 
Triptófano  1,4  17,44  11,04  ‐  6 
Valina  48,2  50,88  38,4  2,8  39 
Puntaje de 
aminoácidos 
0,23 
(triptófano)  0,88       (lisina) 0,80   (lisina)
0,05 
(treonina)   
i (Human y Nicolson, 2006); ii (Bell, 1983); iii (Serrá Bonvehí y Escolà Jordà, 1997); iv (FAO/OMS/ONU, 2002) 
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Usualmente  los  perfiles  de  aminoácidos  de  los  pólenes  en  general muestran  que  estos  tienen 
todos  los aminoácidos esenciales en  relativamente buena proporción, sin embargo como puede 
observarse en  la Tabla 4, en algunos casos  la  falta de algún aminoácido puede generar un valor 
bajo de puntaje de aminoácidos,  limitando su uso como única  fuente de proteína; esto, al  igual 
que otros factores de la composición física depende en gran medida del origen botánico.  
Bell et al (1983), midieron tres indicadores de la calidad de la proteína del polen para el consumo 
humano: Valor Biológico Aparente  (BV),  Tasa de  Eficiencia de  Proteína  (PER)  y Utilización Neta 
Aparente de Proteína  (NPU) a  través de pruebas  in vivo en  ratas, y  los comparó con  los valores 
obtenidos para  la caseína, que es  la proteína de origen animal por excelencia. En este estudio se 
encontró que  la  lisina  fue  el  aminoácido  limitante; BV,  PER  y NPU para  los dos  tipos de polen 
analizados  en  ese  estudio,  indicaron  que  el  polen  representa  una  fuente  de  alimentación  de 
calidad  potencial,  pero  su  relativamente  baja  digestibilidad  limita  su  utilidad  para  consumo  en 
humanos y animales monogástricos. Una conclusión similar fue obtenida por Quicazán, Parra et al 
(Quicazán, Parra, Tobón y Arango, 1990) en ensayos llevados a cabo en pollos.  
Esto nos  conduce  a pensar que  tratamientos previos  al  consumo pueden  potencializar  el  valor 
nutricional verdadero del polen, tal como ocurre en algunos alimentos proteicos de origen vegetal. 
1.3.5.  Calidad microbiológica del polen apícola 
Los microorganismos presentes en el polen apícola, puede proceder de diversos lugares. Estudios 
realizados ha demostrado que la microbiota presente, puede estar relacionada con la floración de 
la  cual  proviene  el  polen,  del medio  de  la  colmena  y  la  transportada  durante  el  proceso  de 
recolección o del tracto  intestinal de  la abeja Apis mellifera   (Hartmann, 2008; García y Sánchez, 
2006). 
 
1.3.5.1.  Microflora espontánea 
 
Conforme a  investigaciones realizadas, que  tenían como  fin  la caracterización microbiológica del 
polen, Gilliam (1979) logro identificar 41 bacterias pertenecientes al género Bacillus, donde 33 de 
estas correspondían a la especie B. subtillis. En las especies restantes se aislaron B. megaterium, B. 
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licheniformis, B. pumilus y B.  circulaus  (Gilliam, 1979; Gilliam, 1989). En estudios posteriores,  la 
misma autora logro aislar e identificar además 113 levaduras y 148 hongos filamentosos. 
 
En cuanto a los microorganismo provenientes del tracto intestinal de la abeja se han identificado 
básicamente  bacterias de  la  familia  Enterobacteriaceae  y de  los  géneros Bacillus,  Lactobacillus, 
Pseudomonas, Bifidobacterium, Corynebacterium, Streptococcus y Clostridium, además de hongos 
y  levaduras  (Jeyaprakash  et  al.,  2003;  Kacániová  et  al.,2004  citado  por García, D  y  Sánchez,  J, 
2006). En estudios realizados por García, se  identificaron bacterias de  los géneros Pseudomonas, 
Streptococcus, Micrococcus, Lactobacillus, Klebsiella, Proteus, Yersinia y Arthrobacter y tres hongos 
de los géneros Rhizopus, Alternaria y Epicoccum.   Los diferentes microorganismos identificados en 
este estudio provenían de polen almacenado en las celdas de alimentación de una colmena de A. 
mellifera,  así  como  en  el  tracto  intestinal  de  las  abejas  recién  nacidas  y  obreras  (García,  D  y 
Sánchez, J, 2006). 
 
1.3.5.2.  Contaminación microbiológica 
 
Por otro lado, independiente del origen de la flora microbiana del polen, es fundamental precisar 
que  la  dinámica  microbiana  del  mismo,  se  mantiene  en  función  de  la  humedad  relativa,  el 
contenido de humedad, (Salamanca, 2001), los valores de pH y la actividad acuosa del polen. Estos 
parámetros, son factores que también influyen en la existencia y crecimiento de bacterias, hongos 
y  levaduras. Así mismo  intervienen  otros  factores  como  el  origen  botánico  y/o  geográfico  y  la 
frecuencia de recolección del polen apícola (Baldi et al, 2004). 
 
A través de estudios realizados, con el fin de conocer  la evaluación microbiológica del polen y su 
calidad  higiénico  sanitaria,  se  ha  determinado  que  este  alimento  se  encuentra  ampliamente 
expuesto a factores de contaminación, siendo  la manipulación uno de  los más críticos y a su vez 
uno de los más fáciles de corregir, pues este tipo de contaminación se puede disminuir o evitar a 
través de la aplicación de las BPM, (Álvarez et al, 2008), de hecho, en Colombia se han encontrado 
comúnmente índices relativamente elevados de contaminación microbiológica en polen (Figueroa, 
2003).  Situaciones  de  este  tipo,  sugieren  la  necesidad  de  replantear  las  condiciones  de 
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manipulación y fraccionamiento por parte de  los apicultores durante el proceso manufactura del 
polen apícola (Baldi et al. 2004). 
 
De  acuerdo  a  la  normatividad  manejada  en  países  como  Brasil  o  México  se  han  establecido 
especificaciones mínimas de calidad en cuanto a la producción y comercialización de polen apícola 
(Tablas 5 y 6). 
 
Tabla 5. Criterios de calidad microbiológica del polen apícola en Argentinai 
Microorganismo  Criterio de aceptación 
Coliformes a (45°C)/g  n=5 c=0 m=0 
Salmonella ssp‐Shigella spp 25g  n=5 c=0 m=0 
Hongos y levaduras (UFC/g)  n=5 c=2 m=10 M=100 
Paenibacillus larvae  n=5 C=0 M=0 
i (Apacame, 2000) n: muestras; m: índice máximo permisible de buena calidad; M: índice máximo permisible 
de aceptable calidad; c: número máximo de muestras con resultados entre m y M  
 
Tabla 6. Criterios de calidad microbiológica del polen apícola en Méxicoii 
Parámetros   Valor máximo 
Organismos aerobios mesófilos  Máximo 10.000 UFC/g 
Mohos y levaduras  300 UFC/g 
Salmonella  Ausente 
Escherichia coli  Ausente 
Coliformes   Ausente 
Staphylococcus aureus  Ausente 
  ii (México, NMX‐FF‐094‐SCFI, 2007) 
 
1.3.6.  Fermentación láctica del polen apícola y pan de abejas 
Las abejas obreras transportan el polen recolectado al tiempo que le agregan néctar y secreciones 
salivares (muy ricas en enzimas); una vez en la colmena, el polen es empacado en celdas y cubierto 
con  capas  delgadas  de miel,  en  condiciones  anaeróbicas  a  35°C  de  temperatura;  esto  parece 
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proteger el polen de degradación microbiológica indeseable. En estas circunstancias, en presencia 
de calor y humedad, el polen germina perdiendo su cubierta protectora e iniciando así un proceso 
de  fermentación  láctica  (Apimondia,  1993;  del  Risco,  2002).  El  desarrollo  normal  del  proceso 
depende de  la densidad del sustrato,  la ausencia de gas, así como del contenido de agua bajo  la 
capa de miel. Este polen almacenado sufre cambios bioquímicos que llevan al producto a un nivel 
elevado  de  acidez  y  es,  entonces,  conocido  como  pan  de  abejas  (Herbert  y  Shimanuki,  1978; 
Gilliam, 1997). 
La conversión del polen en pan de abejas ha sido postulado generalmente como resultado de  la 
acción microbiana,  en  la  cual  ocurre  básicamente  una  fermentación  ácido  láctica,  causada  por 
bacterias y  levaduras (Footem 1957; Haydak, 1958, citados por del Risco, 2000). La alta cantidad 
de ácido  láctico producido durante  la fermentación  (3,0 a 3,2%) contribuye a  la preservación del 
polen almacenado como pan de abejas.  
El pan de abejas almacenado en  la colmena es  la base del alimento proteico de  las abejas. Una 
celda llena de pan de abejas representa la reserva de proteínas, necesaria para el desarrollo de las 
larvas. 
Los microorganismos  asociados  con  las  abejas  y  su  alimentación  incluyen  bacterias  (bacterias 
pleomórficas  Gram‐variable,  Bacillus  spp.  y  Enterobacteriaceae),  mohos  (primordialmente 
aspergilos y penicilos) y  levaduras  (primordialmente Torulopsis spp.)  (Gilliam, 1997). La Standing 
Comission of Apitherapy, Apimondia  (2001)  señala que  los microorganismos  involucrados  en  el 
uso  del  polen  como  sustrato,  se  suceden  unos  a  otros  siendo  inicialmente  colonizados  por 
Pseudomona,  las  cuales  son  seguidas  por  Bacillus,  Lactobacillus  y,  al  final  del  proceso,  habrían 
levaduras; al respecto Gilliam (1997), propone que, en cuanto a hongos, en el polen floral fresco 
predomina el género Mucor, y en el polen almacenado de una semana, predominan  los géneros 
Penicillium y Aspergillus, volviéndose más predominante este último a medida que se incrementa 
el  tiempo  de  almacenamiento.  Parece  haber  acuerdo  en  el  hecho  de  que  una  sucesión  de 
microorganismos es la responsable de la producción del pan de abejas. 
Globalmente, el pan de abejas tiene el mismo valor nutricional que el polen. Es rico en proteínas y 
provee aminoácidos esenciales. Es también, como el polen fresco, una buena fuente de potasio y 
vitaminas del grupo B. Su composición pigmentaria y enzimática es análoga a la del polen. 
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El  pan  de  abejas  se  distingue  nutricionalmente  del  polen  por  su  fermentación  ácido  láctica 
avanzada  y  su  contenido  aumentado  de  vitamina  K.  El  grado  de  asimilación  se  cree  que  es 
mejorado  por  la  actividad  enzimática,  la  cual  transforma  las macromoléculas  en moléculas  de 
menor peso molecular. El pan de abejas tiene una excelente tolerancia al ser consumido por parte 
de humanos y no se reporta ninguna reacción adversa. 
A  pesar  de  que  no  hay  un  gran  número  de  trabajos  publicados  en  los  cuales  se  haya medido 
experimentalmente la biodisponibilidad de los componentes del pan de abejas, y en particular de 
las proteínas, desde el punto de vista de  la nutrición humana, sí hay en cambio algunos trabajos 
donde se comparan estos indicadores para polen fresco y pan de abejas desde el punto de vista de 
la  nutrición  de  la  abejas.  Human  y  Nicolson  (2006)  llevaron  a  cabo  un  análisis  proximal 
comparativo  de  polen  floral,  polen  apícola  y  polen  almacenado  por  abejas  (pan  de  abejas), 
encontrando valores ligeramente mayores de todos los aminoácidos esenciales y no esenciales en 
el caso del último tipo de polen (pan de abejas) pero sin diferencias significativas, por lo tanto este 
estudio señala que la fermentación láctica natural del polen al interior de la colmena no afectaría 
el puntaje de aminoácidos. Fernades‐Da‐Silva (2000) y Herbert y Shimanuki (1978) llevaron a cabo 
experimentos en  los cuales se analizó  la hipótesis de una posible diferencia en el valor biológico 
nutricional  del  polen  y  del  pan  de  abejas,  concluyendo  en  ambos  casos  que,  con  las  técnicas 
empleadas  no  fue  posible  notar  una  diferencia  significativa  en  términos  de  la  nutrición  de  la 
colmena.  
El  pan  de  abejas  no  es  producido  naturalmente  con  propósitos  comerciales  a  gran  escala  por 
varias razones principales:  la recolección es muy difícil, puesto que  implica  la destrucción parcial 
de  las celdas de  las colmenas y  la  separación del pan de abejas de  la cera de abejas,  lo cual es 
hecho manualmente y significa grandes pérdidas de producto y una manipulación indeseable, y ya 
que por otra parte el pan de abejas es  la única fuente de proteínas, vitaminas y minerales de  las 
larvas  y  la  colmena, de modo que  su  extracción  conlleva  a  la degradación del  crecimiento  y  la 
productividad de la colonia. Sin embargo sí existe una demanda de este producto, centrada en el 
mercado de los productos naturistas, alcanzando precios de hasta 200 USD/kg (Apiarios Sao Braz, 
Lages S. C., Brasil, 2007).  
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Las razones expuestas anteriormente, abren  la puerta para explorar  la posibilidad de obtener un 
producto análogo al pan de abejas por medio de procesos controlados; hasta ahora, la opción más 
realista es reproducir un proceso fermentativo en fase sólida usando polen como sustrato. 
1.3.7  Aspectos de la producción, comercialización y consumo de polen apícola en Colombia 
El  polen  apícola  es  producido  para  consumo  humano  a  gran  escala  en  unos  pocos  países  del 
mundo  como  España  (300  ton/año)  y  China  (FAOSTAT,  2005).  El  consumo  contemporáneo  de 
polen y su mercado en Occidente ha alcanzado cierta difusión apenas recientemente ya que dos 
décadas  atrás  el  consumo  de  este  producto  era  virtualmente  desconocido  fuera  de  círculos 
vegetarianos  o  naturistas.  Sin  embargo  más  recientemente  ha  existido  una  tendencia  al 
incremento en la demanda de este producto que ha tenido como consecuencia un incremento en 
la oferta acompañada por una notable mejora, en especial en  los países  industrializados, de  los 
equipamientos industriales y de las prácticas de manufactura. Hoy en día el negocio del polen en 
el mundo no alcanza el 10% del valor del negocio de la miel (Sánchez M., 2000), aunque en el caso 
de algunos países como España y Hungría la exportación de polen alcanza fracciones significativas 
de las exportaciones totales apícolas. 
En Colombia, el consumidor promedio no está muy familiarizado con el producto, el mercado es 
más reducido y tiene un número menor de productores  involucrados y de colmenas dedicadas a 
esta actividad; el polen no es usualmente  transformado o  incluido en otros productos de valor 
agregado  como  sí ocurre  con  la miel. El mercado del polen está aún por desarrollar  (Camargo, 
2002). En términos de la producción,  esta es todavía artesanal (Martínez, 2006), siendo el proceso 
de secado el que mayor necesidad de mejora e investigación tiene (Figueroa, 2003), lo cual puede 
llevar  a  calidades  y  eficiencias  reducidas,  y  también  refleja  que  no  existen  muchas  grandes 
compañías detrás de este negocio, el cual en Colombia es más de tipo campesino. 
En el 2006 el Observatorio de Cadenas Productivas, del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural 
(Martínez,  2006)  estimó  que  hay  cerca  de  1750  colmenas  dedicadas  exclusivamente  a  la 
producción  de  polen  y  cerca  de  1300  para  producción mixta  de miel  y  polen;  no  fue  posible 
encontrar datos confiables acerca de la producción o el consumo de polen, pero se puede estimar 
una producción de más de 80 ton/año, una cantidad que puede aumentar. De acuerdo con este 
estudio alrededor de todo el país hay apicultores que  instalan trampas de polen para obtener el 
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polen de sus colmenas, y la información indica que hay tres picos de producción a través del año 
en mayo, octubre y diciembre, aunque en zonas como el Altiplano Cundiboyacense la producción 
es más  o menos  uniforme  todo  el  año.  El  costo  de  producción  de  un  kilogramo  de  polen  en 
Colombia es difícil de estimar,  los apicultores  consultados  reportaron  costos desde menos de 1 
USD hasta 6 USD; el precio de venta oscila entre 5 USD y 6 USD por kilogramo de polen seco pero 
es posible encontrar precios mucho más altos en  los anaqueles de  los supermercados, hasta 5,5 
USD  por  recipiente  de  150  g  (alrededor  de  35  USD/kg)  para  el  consumidor  final.  El 
almacenamiento  del  polen  para  su  presentación  final  se  hace  en materiales  que  varían  desde 
recipientes  de  vidrio  a  empaques  de  polietileno,  y más  recientemente  se  están  usando  bolsas 
empacadas al vacío. 
Una ventaja  importante para  la producción de polen en Colombia es que el país  tiene un clima 
tropical con floración prácticamente durante todo el año, lo cual conlleva a producciones de más 
de 30 kg/colmena/año, mientras que países donde existe estacionalidad como Argentina, EE.UU., 
Israel, Brasil,  España  y Chile  reportan  producciones que  van desde  3 hasta  15  kg/colmena/año 
(Franky, 2006).  
Los apicultores han  identificado  la  capacidad productiva de polen en el bosque Altoandino que 
rodea el Altiplano Cundiboyacense, logrando la producción de excedentes exportables gracias a las 
condiciones  climáticas  excepcionales  de  esta  área  geográfica.  El  mercado  mundial  del  polen 
muestra  una  tendencia  al  alza  en  la  medida  en  que  se  aumenta  la  demanda  de  productos 
naturales  y  saludables.  Esto  creo  un  panorama  promisorio  para  la  producción  de  polen  en 
Colombia; sin embrago hay algunas dificultades que deben ser solucionadas, tales como la falta de 
investigación en materia del desarrollo de equipamientos  industriales  (Forero y Tello, 2005) y  la 
necesidad  de  evaluar  la  composición  nutricional  y  la  calidad,  caracterizar  el  origen  botánico  y 
evaluar  su  potencial  como  materia  prima  para  la  fabricación  de  productos  y  medicamentos 
(Martínez, 2006), especialmente en  la actualidad, cuando el consumidor requiere productos más 
diferenciados y trazables. 
1.4.  FERMENTACIÓN EN FASE SÓLIDA (SSF) Y ENSILAJE 
La  fermentación  en  fase  sólida  o  fermentación  en  estado  sólido  (SSF)  reproduce  procesos 
naturales  microbiológicos  como  el  compostaje  y  el  ensilaje.  En  aplicaciones  industriales  este 
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proceso puede ser empleado en forma controlada para producir un producto deseado. La SSF es 
definida  como  cualquier  proceso  fermentativo  desarrollado  sobre  un material  no  soluble  que 
actúa tanto como soporte físico como sustrato o fuente de nutrientes en ausencia de líquido que 
fluye libremente (Rodríguez y Sanromán, 2006). 
El bajo contenido de humedad en  las SSF, significa que  la fermentación solo puede ser  llevada a 
cabo por un número  limitado de microorganismos, principalmente  levaduras  y hongos, aunque 
algunas bacterias, en particular las bacterias ácido lácticas, también son capaces (Pandey, Soccol y 
Mitchell,  2000).  El  cultivo  de microorganismos  utilizados  sobre  diferentes  sustratos  o  soportes 
sólidos  depende  de  diferentes  parámetros  y  factores  ambientales  que  deben  ser  tomados  en 
cuenta de acuerdo al sustrato o soporte sólido: los microorganismos y su inoculación en el medio 
sólido,  la  actividad  del  agua  y  la  humedad,  la  aireación  o  la  anaerobiosis  y  el  cambio  de 
metabolismo, la temperatura, la evolución del pH y la acidez, la homogeneización, entre otros.  
Las  fermentaciones  en  sustratos  sólidos  se  emplean  usualmente  para  la  obtención  de  enzimas 
fúngicas por  cultivos en  superficie  y en  la producción de hongos  comestibles, pero  también en 
otras aplicaciones. Los sustratos sólidos más comúnmente utilizados son el salvado de  trigo,  los 
granos de cereal, las legumbres, la madera y la paja. Los microorganismos que crecen bien en las 
fermentaciones en  sustratos  sólidos  son aquellos que  toleren una actividad acuosa AW baja. En 
general  se  considera que una AW  inferior a 0,95  inhibe el  crecimiento bacteriano, en  tanto que 
mohos  y  levaduras pueden  crecer  a una AW de  aproximadamente 0,7,  sin  embargo  en  algunas 
aplicaciones  se  emplean  bacterias  con AW  de  hasta  0,92.  Las  fermentaciones  en  fase  sólida  se 
llevan  a  cabo  de  diferentes  formas  dependiendo  de  si  los  microorganismos  son  nativos  del 
sustrato o si son cultivos aislados puros (Ward, 1991).   
Puesto que  la mayoría de  las SSF son aerobias,  las condiciones de fermentación deben diseñarse 
de  forma  que  la  transferencia  de  oxígeno  y  la  eliminación  de  CO2  del  sustrato  sean  eficaces. 
Debido  a  las  elevadas  concentraciones  de  sustrato  por  unidad  de  volumen  durante  la 
fermentación,  el  calor  generado  también  por  unidad  de  volumen  durante  la  fermentación  es 
usualmente mucho mayor que en las fermentaciones líquidas, y el contenido menor de humedad 
hace  más  difícil  su  eliminación.  La  elección  del  tamaño  de  partícula  del  sustrato  suele  ser 
importante para optimizar  la  transferencia de materia en el  caso de  las  SSF  aerobias. Entre  las 
ventajas de los sistemas de SSF en procesos industriales está la mayor productividad y simplicidad 
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de  la  técnica,  los menores  costos de  inversión,  la  reducción del  consumo  energético, el menor 
volumen de aguas  residuales producidas y  la ausencia de problemas debidos a  la  formación de 
espuma,  aunque  también  tienen  limitaciones,  como  la  acumulación  de  calor,  la  contaminación 
bacteriana,  los problemas de aumento de escala y  la dificultad de controlar el nivel de humedad 
del sustrato (Ward, 1991). 
1.4.1.  Ensilaje 
Existen  también  aplicaciones  de  procesos  SSF  anaerobias.  El  ensilado  es  un  proceso  de 
conservación del forraje basado en una fermentación láctica, usualmente de material vegetal o de 
residuos,  que  produce  ácido  láctico  y  un  descenso  de  pH  por  debajo  de  un  valor  de  5  y  se 
considera  que  permite  retener  las  cualidades  nutritivas  del  material  original.  Usualmente  el 
proceso de ensilaje consiste en el crecimiento de una bacteria ácido láctica BAL (o un cultivo mixto 
que  incluya  bacterias  ácido  lácticas)  sobre  un  sustrato  sólido  humidificado  a  condiciones  de 
anaerobiosis  (o  cercanas  a  la  anaerobiosis)  sin  agitación.    En  este  proceso  los  carbohidratos 
disponibles son transformados en ácidos orgánicos, especialmente ácido  láctico, y otros cambios 
químicos  ocurren  dependiendo  tanto  del  sustrato  como  del metabolismo  del microorganismo 
(Courtin y Spoelstra, 1990; Driehuis et al, 1999; Ashbell y Lisker, 1998; Lindgren et al, 1990; Pahlow 
et al, 1985;  Sanderson, 1993; Weinberg  y Muck, 1996). Aunque el  sustrato  suele  ser de origen 
vegetal,  también  se han desarrollado productos basados en  residuos de pescado, entre otros, a 
través de procesos de ensilaje (Holguín, 2006). 
Una  de  las  características  del  ensilaje  es  que,  debido  a  que  el  producto  es  en  sí  mismo  un 
alimento, no genera residuos. Este tipo de procesos se usa tradicionalmente y de forma extendida 
en  la  alimentación  animal,  sin  embargo  sus  aplicaciones  en  alimentos  para  humanos  son más 
limitadas. 
1.4.2.  Empleo de enzimas en procesos de ensilaje 
A pesar de que el ensilaje es un tipo de SSF, usualmente se  les toma como procesos distintos, e 
incluso  se  habla  del  acoplamiento  de  los  dos  procesos  para  la mejora  de  aprovechamiento  de 
residuos  para  alimentación  animal  (Yang  et  al,  2001).  Una  opción  que  se  ha  estudiado  para 
mejorar el aprovechamiento del sustrato y de esta manera optimizar el proceso de fermentación 
en  ensilajes  para  alimentos  animales,  especialmente  a partir de  forrajes, ha  sido  el  empleo de 
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enzimas  degradantes  de  la  pared  celular,  como  celulasas,  hemicelulasas,  amilasas,  pectinasas, 
entre otras, para llevar a cabo de forma simultánea una enzimólisis del medio y una fermentación 
láctica. 
Esta es una  relativamente nueva aplicación que ha mostrado mejorar  la  capacidad del  sustrato 
para  ser  aprovechado  por  los microorganismos,  llevando  a  productos más  digeribles,  con  una 
estabilidad a la contaminación aeróbica mejorada y en general a procesos más efectivos (Driehuis 
et al, 1996; Stokes et al, 1992; Sheperd, 1992; Yang et al, 2001; Schmidt et al, 2001; Weinberg et 
al, 1993).  
Las enzimas hidrolizan  las estructuras  fibrosas  complejas, particularmente de polisacáridos, que 
conforman  las paredes celulares de ciertos tejidos vegetales,  liberando azúcares que pueden ser 
aprovechados como fuente de carbono para la fermentación por parte de las bacterias. 
En algunos  casos  la adición de mezclas enzimáticas ha demostrado  tener un efecto positivo en 
términos de  las  variables de monitoreo de  la  fermentación  (acidez  y pH)  y de  la digestibilidad, 
como en el caso del estudio realizado por Weinberg et al (2006) en el cual se evalúa la aplicación 
de una mezcla de  enzimas  comerciales  (Celluclast®  y Viscozyme®)  en un  ensilaje,  en  el  cual  se 
encontró  que  aunque  la  adición  de  enzimas  no  afectan  de modo  significativo  el  ensilaje,  para 
cierto tipo de sustratos,  la combinación de enzima e  inóculo puede mejorar  la digestibilidad y  la 
producción de ácido  láctico. Estudios como el de Sheperd   et al  (1995) en el cual se  indujo una 
fermentación  en  fase  sólida  con mezclas  comerciales  de  L.  plantarum  y  Pediococcus  cerevisiae 
para  la producción den un ensilado de alfalfa, muestran que no existe antagonismo entre BAL y 
enzimas  celulasas,  amilasas  y  pectinasas, mientras  que  otros  estudios  realizados  con  el mismo 
sustrato  por  Kung  et  al  (1991)  mostraron  que  las  mezclas  comerciales  de  L.  plantarum  y 
Pediococcus cerevisiae no mejoran  la fermentación cuando se combinan con mezclas de enzimas 
(en este caso se usó un complejo enzimático proveniente de Trichoderma reesei) degradantes de 
la pared celular. 
1.4.3.  Procesos de fermentación en fase sólida en la industria de alimentos 
Varios ejemplos de aplicación de SSF para  la  fabricación de alimentos pueden encontrarse en  la 
industria. Uno de  los más conocidos es el proceso de maduración en  la producción de derivados 
lácteos madurados como el queso y  la mantequilla. En el caso del queso,   durante el proceso de 
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maduración tienen lugar una gran variedad de reacciones, que conducen al desarrollo del aroma y 
sabor. En algunos casos, son microorganismos específicos por ejemplo Propionibacterium  (queso 
suizo),  Penicillium  roquefortii  (queso  azul),  o  Penicillium  camemberti  (camembert),  los  que 
proporcionan  el  aroma  y  el  sabor,  mientras  que  en  otros  son  las  enzimas,  por  ejemplo  las 
estearasas pregástricas, las que más contribuyen a estas propiedades (Ward, 1991). 
Otro  caso es  la  fabricación de pan, para  la  cual  se  induce  la  fermentación de  la mezcla de una 
harina  (usualmente  trigo)  con  agua  por  parte  de  Saccharomyces  cerevisiae  a  temperaturas  de 
entre  25  y  35°C  con objeto de  impulsar  la  fermentación de  los  azúcares de  la masa  formando 
alcohol y CO2; el resultado general es el hinchamiento de la masa, la modificación de la estructura 
del gluten, el desarrollo de una textura  ligera y esponjosa y  la aparición del aroma y el sabor del 
pan (Ward, 1991).  
Otro ejemplo es  la fermentación de material vegetal para fabricar alimentos como el sauerkraut, 
los pepinillos japoneses, las olivas fermentadas y el kimchi koreano. En estos casos se usan las BAL 
que  tradicionalmente  cumplen el papel de agentes de preservación y  favorecen  la aparición de 
sabores  y  aromas  considerados  agradables.  De  acuerdo  con  Buckenhüskes  et  al  (1990)  los 
productos fermentados de origen vegetal son considerados como los “alimentos del futuro”. 
1.5.  FERMENTACIÓN LÁCTICA 
La fermentación ácido láctica es un proceso biológico por el cual azúcares como glucosa, fructosa y 
sacarosa son convertidos en energía celular y en ácido  láctico principalmente. Ocurre en algunas 
bacterias  y  células  animales  en  ausencia de oxígeno. Durante  la  fermentación homoláctica una 
molécula de glucosa es finalmente convertida en dos moléculas de ácido láctico, mientras que hay 
dos posibilidades de fermentación heteroláctica, en la primera, que algunas veces se llama la ruta 
de  la  fosfocetolasa,  los productos de  la  fermentación son una molécula de CO2, una de etanol y 
una de ácido láctico (lactato), mientras que en la segunda los productos son ácido láctico (lactato), 
ácido fórmico (formato), ácido acético (acetato) y etanol (Bu’Lock y Kristiansen, 1991). 
Algunos microorganismos que obtienen su energía por medio del metabolismo fermentativo son 
estrictamente anaeróbicos, sin embargo, la mayoría de las especies son anaerobios facultativos, lo 
que  significa que cambian  su metabolismo en presencia de oxígeno. Las bacterias ácido  lácticas 
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son estrictamente anaeróbicas, y siempre obtienen su energía por  la ruta fermentativa  (Sztern y 
Pravia, 1999). 
1.5.1  Bacterias ácido lácticas 
Las bacterias ácido  lácticas son microorganismos dotados de propiedades similares que  fabrican 
ácido  láctico como producto  final del proceso de  fermentación; éstos microorganismos han sido 
ampliamente  utilizados  en  la  producción  industrial  para  realizar  la  fermentación  de  diferentes 
alimentos, dentro de los cuales encontramos productos lácteos, vegetales, cárnicos, de panadería, 
bebidas alcohólicas entre otros, confiriéndoles no solo características organolépticas y reológicas, 
sino  protegiéndolos  de  la  acción  de  otros microorganismos  indeseables  debido  a  su  capacidad 
antagonista (Samaniego et al, 2000). 
 
En  la  actualidad  las  bacterias  ácido  lácticas  están  siendo  utilizadas  con  mayor  fuerza  en  la 
prevención  y  control de  diferentes  enfermedades,  debido  a  la producción de  ácidos orgánicos, 
metabolitos  inhibidores,  metabolitos  derivados  del  metabolismo  del  oxígeno,  derivados 
deshidratados del glicerol, enzimas bacteriolíticas, bacteriocinas y otros. (Samaniego et al, 2000). 
Además se ha observado que dichos microorganismos favorecen el aumento de la flora intestinal 
al  fortalecer  el  denominado  efecto  barrera,  considerado  como  la  primera  línea  de  defensa  del 
hospedero contra una  infección  intestinal, dicha defensa se basa principalmente en  la exclusión 
del microorganismo patógeno por competencia (Vamanu et al, 2006).  
 
Todas  las  propiedades  mencionadas  anteriormente  hacen  de  este  grupo  de  microorganismos 
objeto potencial de estudio, debido a  su efecto probiótico,  sus propiedades  inmunológicas y  su 
acción antimicrobiana y bioconservadora. 
 
Las  bacterias  ácido‐lácticas  se  ubican  dentro  del  orden  Lactobacillales,  familia  Lactobacillaceae 
(Prescott,  2002).  Los  principales  miembros  de  este  grupo  son  los  géneros  Streptococcus, 
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus y Leuconostoc, otros géneros incluidos en este grupo son 
Pediococcus y Aerococcus (Parés et al, 1997). Todos ellos se caracterizan por ser  microorganismos 
Gram  positivos,  en  forma  de  bacilos  largos  o  cortos,  aunque  también  cocos  que  se  dividen, 
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produciendo cadenas o tétradas de forma ocasional y filamentos, falsamente llamados ramificados 
(Samaniego et al, 2000). 
 
Estas  bacterias  son  normalmente  inmóviles,  aunque  existen  algunas  móviles  con  flagelación 
perítrica, no presentan endosporas, rara vez producen  pigmentos, aunque unas pocas especies los 
producen de color amarillo, naranja, rojo o pardo. 
 
Carecen de citocromos y obtienen la energía por fermentación láctica, algunos de ellos fermentan 
indistintamente en presencia o en ausencia de aire, sin embargo, no pueden utilizar el O2 como 
aceptor  final  de  electrones  como  es  el  caso  de  los  cocos  Gram  positivos  facultativos 
pertenecientes  a  este  grupo  de  bacterias  ácido  lácticas  (Parés  et  al,  1997).  Normalmente, 
dependen de  la fermentación de azúcares para obtener energía. Nutricionalmente son exigentes 
presentando  pobre  o  ningún  crecimiento  superficial  en  cualquier medio  debido  a  su  limitada 
capacidad  biosintética,  por  lo  cual  se  les  debe  suministrar  muchas  vitaminas,  aminoácidos, 
purinas, pirimidinas y  carbohidratos,  los cuales  resultan  indispensables para  su buen desarrollo, 
pues  los fermentan para dar  lugar a ácido  láctico (a veces con ácidos volátiles), alcohol y dióxido 
de carbono (CO2) entre otros subproductos (Samaniego et al, 2000; Parés et al  1997). 
 
Generalmente,  se  les clasifica como anaerobios  facultativos, pero  también  se  les  suele clasificar 
como anaerobios aerotolerantes  (Prescott, 2002).   No producen nitritos a partir de  los nitratos, 
crecen de  forma óptima  en  condiciones de  ligera  acidez  a un pH entre 4,5  y 6,4, no producen 
catalasa  aunque  los  géneros  Streptococcus  y  Aerococcus  poseen  una  pseudocatalasa  capaz  de 
desdoblar el peróxido de hidrógeno (Parés, et al, 1997), se encuentran regularmente en la boca y 
en el tracto intestinal del hombre y animales, aguas residuales, cerveza, carnes, productos lácteos, 
jugos, vegetales  fermentados entre otros materiales. Normalmente no se consideran patógenas, 
pero suelen asociarse a diferentes procesos  infecciosos como caries dental, abcesos, septicemias 
sistémicas y endocarditis bacterianas, provocados por L. casei subsp. rhamnosus, L. acidophilus, L. 
plantarum y ocasionalmente Lactobacillus salivarius (Bergey, 1992). 
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1.5.1.1.  Género Lactobacillus 
Es el género más numeroso de la familia Lactobacillaceae con casi 80 especies. Se caracterizan por 
presentar  células  en  forma  de  bacilos  largos  y  extendidos,  aunque  con  frecuencia  pueden 
observarse bacilos cortos o coco‐bacilos coryneformes (Kandler y Weiss, citados en Bergey, 1992) 
no esporulados. Estos bacilos son inmóviles, Gram positivos y sólo las células muertas pueden dar 
resultados  variables  a  la  tinción  de  Gram,  algunas  cepas  presentan  cuerpos  bipolares  que 
probablemente contengan polifosfato. Los grandes bacilos homofermentativos presentan gránulos 
internos revelados por tinción de Gram o por tinción con azul de metileno. 
En cuanto a la estructura de la pared celular, contienen peptidoglicanos (mureínas) y polisacáridos 
unidos al peptidoglicano mediante enlaces fosfodiéster y solo algunas especies presentan ácidos 
teicoicos (Knox y Wicken, 1973, citados en Bergey, 1992).  
Las colonias de Lactobacillus en medios sólidos suelen ser   pequeñas  (2‐5 mm), suaves, aunque 
algunas  especies  pueden  presentar  colonias  rugosas  con  márgenes  enteros,  opacas  y  sin 
pigmentos.  Sólo  en  algunos  casos  presentan  coloración  amarillenta  o  rojiza.  No  presentan 
actividad proteolítica ni lipolítica que pueda apreciarse mediante halos claros formados en medios 
sólidos que contengan proteínas o grasas. Sin embargo, muchas de estas especies presentan ligera 
actividad proteolítica debido a proteasas y peptidasas  ligadas a  la pared  celular o  liberadas por 
ésta, así como una débil actividad lipolítica,  debido a la acción de lipasas intracelulares. En cuanto 
a la sensibilidad se consideran sensibles a gran número de antibióticos activos contra las bacterias 
Gram‐positivas  y  son  resistentes  a  la  bilis  en  especialmente  el  Lactobacillus  acidophilus. 
(Samaniego  et al, 2000; Klaenhammer y Kleeman, 1981; citados en Bergey, 1992).  
Normalmente las bacterias ácido lácticas como los Lactobacillus no reducen los nitratos a nitritos 
como se menciono anteriormente, pero dicha reacción puede ocurrir en algunos casos, cuando el 
pH  está  por  encima  de  6,0.  Los  Lactobacillus  no  licúan  la  gelatina  ni  digieren  la  caseína,  no 
producen  indol ni ácido sulfídrico  (H2S). Son catalasa negativos, pero algunas cepas producen  la 
enzima  pseudocatalasa  capaz  de  descomponer  el  peróxido  de  hidrógeno  y  son  citocromo 
negativos  debido  a  la  ausencia  de  porfirinas.  (Prescott,  2002).  Por  otra  parte  presentan  buen 
crecimiento  en medios  de  cultivo  líquidos,  aunque  sus  células  suelen  precipitarse  rápidamente 
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después  de  que  el  crecimiento  cesa,  dando  lugar  a  un  sedimento  suave  y  homogéneo,  sin 
formación de películas. En raras ocasiones este sedimento es granular o viscoso (Bergey, 1992). 
Condiciones de crecimiento 
pH 
El género Lactobacillus  se caracteriza por crecer bien en medios  ligeramente ácidos, con un pH 
inicial  de  6,4  ‐  4,5,  pero  con  un  óptimo  desarrollo  entre  5,5  y  6,2.  Su  crecimiento  se  detiene 
cuando el pH alcanza valores desde 4 hasta 3,6 y de acuerdo con  la especie y cepa disminuye su 
viabilidad notablemente en medios neutros o ligeramente alcalinos. Los Lactobacillus son capaces 
de disminuir el pH del sustrato donde se encuentran por debajo de 4,0 mediante la formación de 
ácido  láctico.  De  esta  manera  se  logra  disminuir  considerablemente  el  crecimiento  de  otros 
microorganismos  competidores,  excluyendo  el  crecimiento  de  otras  bacterias  lácticas  y  el  de 
levaduras (Samaniego et al, 2000).  
Requerimiento de Oxígeno 
Los  Lactobacillus  son  principalmente  aerotolerantes;  poseen  un  crecimiento  óptimo  bajo 
condiciones microaerofílicas o anaeróbicas y se considera que un incremento de la concentración 
de CO2 (de aproximadamente 5% o hasta el 10%) puede estimular el crecimiento, sobre todo en el 
caso del crecimiento en  medios sólidos utilizados (Prescott, 2002; Samaniego, et al, 2000). 
Temperatura de crecimiento 
Los  microorganismos  del  género  Lactobacillus  son  mesófilos,  lo  cual  quiere  decir  que  logran 
desarrollarse  en  un  intervalo  de  temperatura  comprendido  entre  30  ‐  40°C,  soportando  un  
máximo de 55°C y un mínimo de 15°C. Por otra parte se ha visto que algunas cepas son capaces de 
desarrollarse por debajo de  los 15°C o 5°C. Otras crecen a temperaturas bajas, cercanas al punto 
de congelación  (por ejemplo,  los que habitan en carnes y pescados congelados)  (Prescott, 2002; 
Samaniego, et al, 2000).  
Metabolismo y requerimientos nutricionales 
El metabolismo es definido como el conjunto de reacciones químicas que se producen en la célula 
y tiene como funciones principales  obtener energía química del entorno y almacenarla, para luego 
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usarla  en diferentes  funciones  celulares. Además  ayuda  a  convertir  los nutrientes  exógenos  en 
unidades precursoras de  los componentes macromoleculares de  la célula bacteriana. Finalmente 
forma y degrada moléculas necesarias para cumplir con las necesidades de la célula. Para llevar a 
cabo dichas  funciones en  la  célula bacteriana,  suceden una  serie de  transformaciones químicas 
mediadas  por  reacciones  denominadas  catabólicas  y  anabólicas.  Las  primeras  permiten  la 
liberación de energía química contenida en los nutrientes, mientras que las segundas lo consumen 
permitiendo la biosíntesis de nuevos componentes o material celular (Cruz et al, 1992) 
La  energía  liberada  por  las  reacciones  de  óxido‐reducción  del  catabolismo  es  almacenada  y 
transportada como compuestos con uniones fosfato de alta energía, siendo el más importante es 
el ATP, el cual se utiliza como intermediario para la conversión de la energía conservada en trabajo 
útil;  es  generado  mediante  dos  procesos  principales:  fosforilación  a  nivel  del  substrato  y    la 
fosforilación oxidativa. (Prescott,  2002). 
Los Lactobacillus carecen de catalasa y de un sistema citocromo oxidasa en su metabolismo, por lo 
cual no les es posible realizar la fosforilación oxidativa. La forma en la que estas especies obtienen  
energía  se  basa  en  la  transformación  de  la  glucosa  y  las  hexosas  aldehídicas  similares.  Dicha 
transformación es llevada a cabo mediante dos procesos denominados fermentación heteroláctica 
o heterofermentación y homofermentación o  fermentación homoláctica. La utilización de dichas 
vías depende en gran medida del metabolismo de cada una de las especies del género y puede ser 
de tipo homoláctico o heteroláctico (Cruz M, et al, 1992). 
 
1.5.1.2.  Género Streptococcus 
Los  Streptococcus  son microorganismos  pertenecientes  a  la  familia  Streptococcaceae,  estos  se 
distinguen  principalmente  por  sus  propiedades  fenotípicas,  organización  celular,  presencia  de 
citocromos  y  de  enzimas  como  la  catalasa.  Se  caracterizan  principalmente  por  ser  cocos Gram 
positivos,  crecer  en  parejas  o  cadenas  cuando  se  cultivan  en medios  líquidos  y  ser  anaerobios 
facultativos.  No  suelen  formar  endosporas  y  habitualmente  son  inmóviles.  Todos  ellos  son 
quimioheterótrofos,  fermentando  azúcares  para  producir  ácido  láctico,  pero  no  gas  como 
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producto  fundamental,  lo  cual  quiere  decir  que  utilizan  la  vía  homofermentativa.  (Prescott,  L 
2002). 
Los Streptococcus  lácticos no son patógenos para el hombre, formado un un grupo aparte de  las 
otras  especies  del  mismo  género  que  son  patógenas  para  el  hombre  o  para  los  animales. 
Recientemente,  los resultados de  la hibridación entre ácidos nucleicos y de secuenciación de  los 
rARN han permitido excluir unos de otros.  
Los  Streptococcus  lácticos  se  componen  de  hecho  de  dos  grupos  distintos:  los mesófilos,  que 
poseen el antígeno de grupo N, por lo que reciben el nombre de estreptococos del grupo N,  y la 
especie termófila Streptococcus thermophilus, que no tiene antígeno. 
Streptococcus thermophilus 
Se  distingue  de  los  otros  estreptococos  lácticos  por  su  crecimiento  termofílico  con  un  óptimo 
alrededor de 42°C a 43°C, la ausencia de cualquier antígeno de grupo, su termorresistencia a 60°C 
durante 30 minutos, una  actividad  fermentativa  frecuentemente  reducida  a  algunos  azúcares  y 
una gran  sensibilidad al  cloruro de  sodio. Pueden aislarse de  la  leche  calentada a 45‐50°C o de 
leche pasteurizada, de productos lácteos como el yogurt y de los cultivos artesanales iniciadores. 
 
1.5.1.3.  Género Bifidobacterium 
Son  bacterias  Gram  positivas,  anaeróbicas,  no  mótiles,  con  frecuencia  ramificadas.  Las 
Bifidobacterias son uno de  los mayores géneros de bacterias saprófitas de  la  flora  intestinal,  las 
bacterias  que  residen  en  el  colon.  Ayudan  en  la  digestión,  y  están  asociadas  con  una menor 
incidencia  epidemiológica  de  alergias  y  también  previenen  algunas  formas  de  crecimiento  de 
tumores. Son estrictamente anaerobios, sin embargo, su grado de tolerancia al oxígeno depende 
de las especies y del medio (Ballongue, 2004). 
La temperatura optima para el desarrollo de las especies humanas es alrededor de 36°C a 38°C. En 
contraste,  las especies animales tienen una temperatura óptima  ligeramente mayor de entre 41‐
43°C  y  pueden  alcanzar  incluso  46,5°C.  No  presentan  crecimiento  por  debajo  de  20°C,  y  las 
bacterias de este tipo no tienen termorresistencia por encima de 46°C (Ballongue, 2004). 
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El pH óptimo es entre 6,5 y 7,0 y no hay crecimiento por debajo de 5,0 o encima de 8,0 (Bergey, 
1992). Este género degrada exclusivamente las hexosas específicamente por la ruta de la fructosa‐
6‐fosfato.  La  aldolasa  y  la  glucosa‐6‐fosfato  dehidrogenasa  están  ausentes,  mientras  que  se 
encuentra fructosa‐6‐fosfato fosfocetolasa (Faisoli et al, 2003).  
1.5.1.4.  Probióticos 
El concepto de probiótico se inicia a principios del siglo XX con los trabajos de Metchnikoff (Young, 
2003), quien observó que  el  consumo de  leches  fermentadas  tenía un  efecto positivo  sobre  la 
microbiota  residente  del  tracto  gastrointestinal  con  un  impacto  favorable  en  la  salud  humana. 
Desde entonces, varios autores se esfuerzan en conocer las distintas funciones de los organismos 
que son habitantes normales del intestino. Los estudios se enfocan en aquellos capaces de causar 
enfermedad  y  se  ha  dejado  de  lado  la  gran mayoría  de  la microbiota  que  no  se  relaciona  con 
ningún desorden patológico (Castro y de Rovetto, 2006). 
La palabra probiótico  se deriva del griego y actúan «a  favor de  la vida». La Organización de  las 
Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentos (FAO) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
han  declarado  que  hay  evidencia  científica  para  indicar  el  potencial  de  los  probióticos  que 
proporcionan beneficios en la salud y que algunas cepas específicas son seguras para uso humano. 
La  FAO  y OMS  los  han  definido  como  “organismos  vivos  que  ingeridos  en  cantidad  adecuada 
confieren un efecto saludable en el huésped” (Reid et al, 2003). 
Las  bacterias  que  habitan  el  intestino  actúan  como  un mecanismo  de  control  para  prevenir  el 
sobrecrecimiento de patógenos, formando una barrera natural que protege contra las infecciones. 
En  ciertas  circunstancias  este  equilibrio  se  afecta  por  el  uso  de  antibióticos,  cambios  de 
alimentación, estrés, etc., que aumentan la susceptibilidad a la infección.  
Se  puede  definir  “probiótico”  de  forma  genérica  como  un  producto  que  contiene  un  número 
suficiente  de  microorganismos  vivos  con  un  efecto  benéfico  sobre  la  salud,  a  través  de  una 
alteración positiva de  la microbiota por colonización del  intestino  (Scherezenmeier   et al, 2001). 
Los  microorganismos  que  pueden  hacer  dicha  colonización  se  pueden  llamar  “organismos 
probióticos”  para  lo  cual  deben  reunir  algunas  características  como  ser  habitante  normal  del 
intestino  humano,  no  ser  patógeno  ni  toxigénico,  sobrevivir  al medio  ácido  del  estómago  y  al 
efecto de  la bilis en el duodeno, tener capacidad de adhesión a células epiteliales, adaptarse a  la 
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microbiota  intestinal  sin  desplazar  la  microbiota  nativa  ya  existente,  producir  sustancias 
antimicrobianas y  tener capacidad para aumentar de modo positivo  las  funciones  inmunes y  las 
actividades metabólicas  (Young R., 2003). Entre  los microorganismos probióticos utilizados en el 
consumo  humano  se  encuentran  las  bacterias  ácido‐lácticas  (BAL)  y  los  microorganismos  no 
bacterianos,  como  Saccharomyces  boulardii,  que  es  una  levadura  no  patógena  (Castro  y  de 
Rovetto, 2006).  
Los  “prebióticos”,  por  otra  parte,  son  ingredientes  alimentarios  no  digeridos  como  inulina  y 
fructooligosacáridos que  afectan beneficiosamente  al huésped,  estimulando  el  crecimiento o  la 
actividad  de  bacterias  intestinales  útiles  y  los  “simbióticos”  son  en  general  productos  que 
contienen pre‐ y probióticos e  implican  sinergia entre  los dos, aumentando  los beneficios en el 
huésped.  Este  término  se  reserva  para  productos  donde  los  componentes  prebióticos 
selectivamente  favorecen  a  los  componentes  probióticos;  los  probióticos  o  prebióticos  se 
incorporan en los alimentos como parte del proceso de elaboración (para realizar fermentaciones) 
o  como  aditivos  (para  hacer  alimentos  adicionados  con  probióticos)  para  la  fabricación  de 
alimentos  funcionales,  comúnmente  leches  fermentadas,  yogurt,  quesos  o  jugos  (Castro  y  de 
Rovetto, 2006).  
Mecanismos de acción 
Se han propuesto varios mecanismos de acción de los probióticos (Castro y de Rovetto, 2006).  
 Producen sustancias antimicrobianas como ácido  láctico y otros ácidos de cadena corta, 
metabolitos  como  peróxido  de  hidrógeno,  diacetilo  y  bacteriocinas.  Estos  compuestos 
reducen el número de células viables, afectan el metabolismo bacteriano o la producción 
de toxinas, de hecho en la industria alimenticia las BAL son utilizadas como conservadores 
biológicos  por  la  producción  de  bacteriocinas  que  ejercen  acción  antibacteriana  y 
contribuyen a la prevención de la descomposición de los alimentos. 
 Disminuyen el pH intestinal favoreciendo el crecimiento de organismos benéficos. 
 Aumentan  la  resistencia a  la colonización por competir con patógenos para unirse a  los 
sitios de adhesión en la superficie del epitelio intestinal. 
 Compiten por nutrientes con organismos patógenos. 
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 Estimulan  la  respuesta  inmune.  Evidencias  recientes  sugieren  que  la  estimulación de  la 
inmunidad  innata  y  adquirida  protegen  contra  la  enfermedad  intestinal.  Estos 
microorganismos  pueden  alertar  al  sistema  inmune  y  favorecer  el  rechazo  de  agentes 
infecciosos estimulando  la producción de  inmunoglobulina A (IgA), activando macrófagos 
e  incrementando  el  interferón  gamma  (IFN‐gamma)  y  las  citoquinas  proinflamatorias 
(Isolauri et al). 
1.5.1.5.  Bacterias ácido lácticas en fermentaciones vegetales 
La fermentación de material vegetal es un método antiguo de preservación, cuyo origen ha sido 
trazado hasta Asia (Salovaara, 2003). Se utilize principalmente para la fabricación de alimentos. En 
Europa  cerca  de  20  tipos  de  vegetales  se  fermentan,  adicionalmente  a  un  número mayor  de 
mezclas  vegetales  jugos  vegetales  fermentados.  Los más  comunes  son  sauerkraut,  pepinillos  y 
aceitunas.  Los  beneficios  de  fermentar matrices  vegetales  con  BAL  incluyen:  la  inhibición  del 
crecimiento de bacterias patógenas, que los productos pueden ser etiquetados como “naturales”, 
el enriquecimiento en metabolitos deseables como L‐ácido  láctico o aminoácidos,  la aparición de 
compuestos de sabor y aroma, entre otros (Mäki, 2004). 
En  la  Tabla  7  se  muestran  bacterias  usualmente  asociadas  con  fermentaciones  lácticas  en 
materiales vegetales.  
Tabla 7. Bacterias ácido lácticas involucradas en fermentaciones vegetalesi 
Género y especie  Tipo de fermentación 
Enterococcus faecalis 
Lactobacillus bavaricus 
Lactobacillus brevis 
Lactobacillus fermentum 
Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 
Lactobacillus lactis 
Lactobacillus acidophilus 
Leuconostoc mesenteroides 
Pediococcus acidilactici 
Pediococcus pentosaceus   
Homofermentativa 
Homofermentativa 
Heterofermentativa 
Homofermentativa 
Homofermentativa 
Homofermentativa 
Homofermentativa 
Homofermentativa   
Heterofermentativa 
Homofermentativa 
Homofermentativa 
I Adaptado de Mäki (2004) 
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Probablemente el microorganismo más comúnmente encontrado o empleado en fermentaciones 
lácticas vegetales es el L. plantarum (Mäki, 2004). Los tiempos de las fermentaciones de material 
vegetal suelen ser mayores que aquellos sobre matrices lácteas o incluso sobre extractos vegetales 
como leche de soya, llegando a valores de hasta 7 días para el sauerkraut y 2 a 3 semanas para la 
fabricación de pepinillos fermentados, pero esto depende de cada matriz específica.  
En general se puede decir que  las BAL en fermentaciones vegetales son benéficas especialmente 
por sus efectos en  la calidad sensorial e higiénica del producto final. La composición deseada de 
los  productos  de  fermentación  puede  ser  influenciada  por  variaciones  en  la  concentración  de 
sales, la temperatura, el tiempo de fermentación y por el uso de cultivos iniciadores. En la medida 
en  que  las  BAL  empleadas  sean  probióticas,  estas  aportarán  al  alimento  beneficios  adicionales 
propias de este tipo de organismos. 
1.6.  FERMENTACIÓN INDUCIDA DE POLEN APÍCOLA. ANTECEDENTES 
La  literatura al respecto de una  fermentación  inducida de polen es muy escasa y usualmente se 
limita a establecer  la posibilidad de  llevar a cabo este  tipo de procesos. Dany  (1988) citado por 
(FAO,  2007)  propone  la  posibilidad  de  hacer  un  producto  similar  al  pan  de  abejas  usando 
Lactobacillus xylosus por medio de un proceso artesanal entre 28‐32°C.  
Más recientemente Vamanu et al (2006), desarrollaron un estudio en el cual concluyeron que es 
posible inducir un proceso de fermentación a nivel de caja de Petri, en polen adicionado con agua, 
asemejándose al proceso llevado a cabo en la colmena para la elaboración del pan de abejas.   
Del Risco, en  la Estación Apícola Experimental de La Habana  inició hace cerca de una década un 
estudio que busca  la  fabricación de un  “pan de abejas  industrial”  y que ha dado  lugar a  varias 
patentes  (Del Risco, 2002); aunque no ha  sido posible encontrar documentos acerca del estado 
actual de  la  investigación, a través de comunicaciones con el autor se ha establecido que aún se 
encuentra en desarrollo.  
Es importante destacar que en ninguno de estos pocos antecedentes se menciona un estudio del 
efecto de la incubación sobre la carga microbiana inicial del polen, en caso que haya tal, es decir, 
no se discute una adecuación de la materia prima para los procesos de fermentación.  
   
 
44 
 
 
 
 
 
2. OBJETIVOS 
2.1.   OBJETIVO GENERAL 
Evaluar  diferentes  opciones  de  bioprocesos  orientados  al  mejoramiento  de  indicadores 
nutricionales de  la calidad del polen apícola como aporte al desarrollo de un nuevo suplemento 
nutricional proteico. 
2.2.   OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Llevar a cabo  la caracterización de una variedad de polen apícola colombiano recolectado en 
fresco, de este mismo una vez sometido a secado y de polen almacenado en las celdas de una 
colmena (pan de abejas). 
 Aplicar diferentes tipos de tratamientos microbiológicos y enzimáticos (bioprocesos) en polen 
apícola y definir las variables y metodologías de seguimiento de reacción. 
 Caracterizar fisicoquímicamente los productos obtenidos. 
 Evaluar el efecto de los bioprocesos sobre el valor alimenticio del producto obtenido. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
Este trabajo se desarrolló en la Planta Piloto de Vegetales y el Laboratorio de Control de Calidad de 
Alimentos  del  Instituto  de  Ciencia  y  Tecnología  de  Alimentos  –  ICTA  y  en  el  Laboratorio  de 
Microbiología de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, en la Universidad Nacional de 
Colombia, sede Bogotá. 
3.1.  MATERIAS PRIMAS 
3.1.1.  Polen corbicular seco 
Para todos los ensayos de caracterización y preliminares se empleó polen corbicular deshidratado 
proveniente  de  la  vereda  Viracachá,  Municipio  de  Soracá,  Departamento  de  Boyacá, 
correspondiente a una mezcla de diferentes pólenes recolectados en varias fincas en esta misma 
zona, que  fue cosechado, secado,  tamizado, sometido a  limpieza por diferencia de densidades y 
comercializado por la empresa “Apiario Los Cerezos”, del apicultor Baudilio Suárez, en el segundo 
semestre  de  2008.  El  polen  fue  almacenado  en  una  bolsa  de  poliestireno  y  aislado  de  la  luz  y 
transportado por tierra hasta Bogotá, donde fue almacenado en el Laboratorio de Poscosecha  de 
la Planta Piloto de Vegetales del ICTA a temperatura ambiente en un lugar seco y fresco hasta su 
análisis y uso en los experimentos. 
3.1.2.  Polen corbicular húmedo 
Para los ensayos de caracterización se empleó polen corbicular húmedo que no fue sometido por 
el apicultor a ningún proceso ulterior a  la recolección con trampa, proveniente del Municipio de 
Soracá,  Departamento  de  Boyacá,  de  las  colmenas  ubicadas  en  la  Reserva  Forestal Municipal 
localizada  en  esta  zona,  propiedad  de  la  empresa  “Apiario  Los  Cerezos”  del  apicultor  Baudilio 
Suárez. Este polen fue cosechado el día 15 de noviembre de 2008,  inmediatamente almacenado 
en bolsas de poliestireno, aislado de  la  luz y  transportado a una  temperatura de 0°C por  tierra 
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hasta Bogotá donde fue almacenado en un congelador la Planta Piloto de Vegetales del ICTA a una 
temperatura de ‐45°C hasta su análisis y uso en los experimentos. 
3.1.3.  Pan de abejas 
Para  los ensayos de caracterización se empleó pan de abejas (esto es, polen almacenado por  las 
abejas al interior de las celdas de la colmena) extraído de un marco proveniente de las colmenas 
de la Reserva Forestal Municipal de la vereda El Rosal del municipio de Soracá, Departamento de 
Boyacá,  propiedad de la empresa “Apiario Los Cerezos” del apicultor Baudilio Suárez. El marco fue 
retirado el día 15 de noviembre de 2008, inmediatamente almacenado en bolsas de poliestireno, 
aislado  de  la  luz,  transportado  a  una  temperatura  de  0°C  por  tierra  hasta  Bogotá  donde  fue 
almacenado en un congelador de  la Planta Piloto de Vegetales del  ICTA a una  temperatura de  ‐
45°C hasta  la extracción en  cámara de  flujo  laminar de  su pan de abejas de  las  celdas, el  cual, 
luego de ser extraído, fue almacenado en recipientes de vidrio estéril a estas mismas condiciones 
hasta su análisis.  
3.1.4.  Miel 
Para  algunos  ensayos  preliminares  se  empleó miel  de  abejas Apis mellifera  proveniente  de  las 
colmenas de  la  asociación  “Agrogüéjar”  localizadas  a 280 msnm  en  el Parque Nacional Natural 
Sierra  de  la Macarena  (longitud: W  73°  21´21,82”  E,  latitud:  N  2°  49’  36,23”  S).  La miel  fue 
cosechada  en  el mes  de  enero  de  2009,  y  empacada  en  recipientes  de  vidrio  en  los  que  fue 
transportada hasta Bogotá, donde  fue almacenada en el Laboratorio de Poscosecha de  la Planta 
Piloto de Vegetales del ICTA en un lugar fresco, seco y protegido de la luz hasta su análisis y uso en 
los experimentos. 
3.1.5.  Agua mineral 
Para  los  ensayos  de  bioprocesos  se  empleó  agua  mineral  en  la  formulación  de  la  matriz  de 
sustrato. El agua utilizada corresponde a una marca comercial de agua mineral (Cristal®) de varios 
lotes, adquiridos entre febrero y noviembre de 2009. Esta agua siempre fue esterilizada a 121°C 
por 20 minutos y enfriada antes de su uso.  
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3.1.6.  Cultivos lácticos 
Se  utilizaron  cuatro  cultivos  probióticos  comerciales  liofilizados,  dos  correspondientes  a  cepas 
puras: 
 La‐14 10B (Lactobacillus acidophilus), y  
 L. paracasei Lpc 37 LYO 10 DCU (Lactobacillus paracasei subsp. paracasei)  
Y dos cultivos mixtos:  
 YOMIX ® 205 LYO, (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 
Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium lactis), y  
 CHOOZIT ® MY 800  (Streptococcus  thermophilus, Lactobacillus delbrueckii  subsp.  lactis y 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus)  
Todos  de  la  compañía  Danisco  ®,  certificados  por  la  empresa  como  probióticos,  los  cuales  se 
encontraban en su presentación comercial (empacados en una atmósfera libre de agua, en polvo y 
liofilizados en una matriz de  leche en polvo o maltodextrina) y fueron conservados a ‐18°C hasta 
su utilización. Las fichas técnicas de estos productos se presentan en el Anexo 01.  
3.1.7.  Enzimas 
Se  utilizó  la mezcla  de  enzimas  Citrozym  Ultra®  suministrada  por  COLDANZIMAS,  que  es  una 
mezcla  comercial  de  pectinasas,  celulasas  y  hemicelulasas  de  Aspergillus  niger  usadas 
principalmente para clarificación de jugos y en el tratamiento de tejidos vegetales. La ficha técnica 
de esta enzima se presenta en el Anexo 01. 
3.2.  MÉTODOS DE EVALUACIÓN FISICOQUÍMICA 
3.2.1.  Determinación de pH y acidez libre titulable 
La acidez y el pH se midieron usando el titulador automático Mettler Toledo ® T70 y como agente 
de  titulación NaOH  0,05 M  hasta  llegar  a  pH  8,3.  Las muestras  se  prepararon  pesando  en  un 
beaker  una  cantidad  cercana  a  3,7  g  y  adicionando  35 ml  de  agua  desionizada  y  libre  de  C02 
agitando por 30 min, para  luego  filtrar al vacío haciendo  lavados de 5 ml  cada uno al beaker y 
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transfiriendo analíticamente el filtrado del Kitasato al vaso del titulador (Cadena, 2009, adaptación 
de  la norma A.O.A.C. 920.43). Las unidades en  las que se expresó fueron meq/kg. La acidez  libre 
producida  en  el  tiempo  t=0  se  tomó  siempre  como  0  meq/kg  y  para  un  tiempo  mayor  fue 
calculada según la ecuación: 
itpr AAA   
Donde Apr es la acidez libre producida a partir del momento la inoculación hasta un tiempo t, At es 
la  acidez  libre de  la muestra medida en un  tiempo  t  y  iA  es  la  acidez  inicial promedio para el 
mismo ensayo. En valor de la acidez libre en algunos casos se expresó en base seca, para lo cual se 
corrigió en valor de la acidez teniendo en cuenta su humedad, así: 
)1(
)(
H
t
t X
A
BSA   
Donde XH es la fracción másica de agua. En adelante en el documento cuando se mencione acidez 
se hará referencia a la acidez libre titulable y acidez producida a acidez libre titulable producida, a 
menos que se especifique lo contrario. 
3.2.2.  Determinación de azúcares mediante HPLC 
Se empleó  la técnica de cromatografía de alta eficiencia HPLC para determinar fructosa, glucosa, 
sacarosa,  galactosa,  rafinosa,  estaquiosa  y maltosa  presentes  en  la matriz  de  fermentación.  La 
muestra se preparó pesando 5 g en un tubo Falcon® de 50 ml, al cual se adicionaron 40 ml de agua 
ultrapura  grado HPLC  (desionizada, desgasificada, microflitrada  y esterilizada), para  luego  llevar 
este  tubo al vortex por cerca de 5 minutos a 1500  rpm y  luego a centrífuga a 5000  rpm por 20 
minutos. Se  tomaba 1 ml del  sobrenadante para completar a volumen con agua HPLC en balón 
aforado de 25 ml. De esta solución se tomaban alrededor de 5 ml para pasar por un cartucho de 
limpieza  Sep‐pack  C18  y  por  una  membrana  de  nylon  de  0,2  µm.  20  µl  de  esta  solución  se 
inyectaban en el cromatógrafo. Se empleó una columna MetaCarb Ca Plus (A5205) de VARIAN de 
30 cm x 0,78 cm con un guarda‐columna VARIAN MetaCarb Ca Plus (A5205‐GC) y como fase móvil 
agua  grado  HPLC  y  un  detector  de  índice  de  refracción.  Las  condiciones  se  describen  a 
continuación  en  la  Tabla  8.  El método  es  una modificación  del  propuesto  por  Swallow  y  Low 
(1990). 
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Tabla 8. Condiciones de operación cromatográficas para la determinación de azúcares 
Condición   Valor 
Columna 
Guarda columna 
Fase móvil 
Presión de operación 
Detector 
Temperatura columna 
Temperatura detector 
Flujo 
Loop    
MetaCarb Ca Plus (A5205)  30 cm x 0,78 cm 
MetaCarb Ca Plus (A5205‐GC) 
Agua Ultrapura 
32 kg/cm2 
Índice de Refracción Diferencial 
80°C 
45°C 
0,5 ml/min 
20 µl 
 
3.2.3.  Determinación de ácidos orgánicos mediante HPLC 
Se  utilizó  la  técnica  de  cromatografía  líquida  de  alta  eficiencia  HPLC  para  llevar  a  cabo  la 
determinación de ácido  láctico, ácido succínico, ácido cítrico, ácido pirúvico, ácido oxálico, ácido 
ascórbico y ácido málico en la matriz de fermentación. Para esto se pesaban 2 g de la muestra y se 
depositaban en un tubo Falcon® de 50 ml, se  le adicionaban 8 ml de acetonitrilo y 2 ml de agua 
HPLC,  se  llevaba  este  tubo  al  vortex  por  3 minutos  a  1500  rpm;  luego  se  lleva  a  la  centrífuga 
durante 5 minutos a 5000 rpm. El sobrenadante se diluía con agua HPLC 1:10 y se tomaban 3 ml de 
esta solución con una  jeringa y se filtraban con una membrana de 0,2 µm. Se tomaban 20 µl de 
esta  solución  filtrada  y  se  inyectaban  en  el  cromatógrafo para  realizar  la determinación  de  los 
ácidos  orgánicos.  La  columna  empleada  para  llevar  a  cabo  estas  determinaciones  es  marca 
MetaCarb 87 H. Las condiciones se presentan en la Tabla 9. El método que se sigue es el descrito 
por Cuenca (Cuenca, 2005). 
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 Tabla 9. Condiciones de operación cromatográficas para la determinación de ácidos orgánicos 
Condición   Valor 
Columna 
Fase móvil 
Detector 
Presión máxima 
Presión de operación 
Flujo de la fase móvil  
Intervalo de pH 
MetaCarb 87 H 
H2SO4 0,005 M en agua Ultrapura 
Ultravioleta(λ = 210 nm) 
100 kg/cm2  
48‐53 kg/cm2 
0,6 ml/min 
1 – 3 
 
3.2.4.  Determinación de la actividad acuosa 
Para la estimación de la isoterma de adsorción a 35°C del polen se prepararon diferentes mezclas 
de polen y agua de humedad conocida y se  leyó su actividad acuosa AW por medio de una celda 
manométrica diferencial Durotherm aW–Wert–Messer® (Germany) para medición de actividad de 
agua previamente calibrada entre 0,976 y 0,755. Las muestras se dejaron alcanzar el equilibrio a 
35°C durante 12 horas (Pomeranz y Meloan, 1987). 
3.2.5.  Determinación de humedad 
3.2.5.1.  Determinación de humedad en polen y mezclas 
La  evaluación de  la  cantidad de  agua presente  en  el  alimento  se  llevó  a  cabo por  gravimetría, 
pesando 2 g de muestra y sometiéndolo a secado por 24 horas en una estufa de aire circulante a 
75°C, siguiendo el método oficial 925.10 propuesto por la A.O.A.C. (1998).  
3.2.5.1.  Determinación de humedad en miel 
Se hizo por medición de su  índice de refracción a 20°C para obtener el valor correspondiente de 
humedad de acuerdo con el método oficial 969.38 de la A.O.A.C. (1998). 
3.2.6. Determinación de grasa 
Para  la determinación de  la grasa en las muestras de polen seco y húmedo se empleó el método 
del extracto etéreo mediante Soxhlet según el método oficial 945.39 de la A.O.A.C. (1998). 
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3.2.7. Determinación de contenido de proteína (N total) 
La proteína  se determinó por el método Kjeldahl  según el método oficial 962.09 de  la A.O.A.C. 
(1998) y utilizado un factor de corrección de 6,25. 
3.2.8. Determinación de fibra cruda 
La fibra cruda se determinó por pérdida en ignición del residuo seco desengrasado después de su 
digestión en H2SO4 1,25% y NaOH 1,25% según el método oficial 962.09 de la A.O.A.C. (1998). 
3.2.9. Determinación de fibra dietaria 
La  fibra dietaria  soluble  (FDS) e  insoluble  (FDI)  se  cuantificó por medio del método enzimático‐
gravimétrico en el cual  los extractos secos desengrasados se someten a digestión enzimática por 
parte  de  α‐amilasa  resistente  al  calor,  proteasa  y  amiloglucosidasa  para  remover  almidón  y 
proteína. El producto de  la digestión se filtra y  lava para determinar  la FDS y  la FDI, siguiendo el 
método oficial 991.43 de la A.O.A.C (1998). 
3.2.10. Determinación de cenizas 
La cantidad de cenizas se determinó usando el método gravimétrico mediante incineración 942.05 
de la A.O.A.C. (1998). 
3.2.11. Determinación de solubilidad de proteínas  
Se determinó  la solubilidad de  las proteínas en una solución de NaOH 0,02 N pesando 1 g de  la 
muestra y  colocándola en un matraz Erlenmeyer de 300 ml. Se  le añadían 100 ml de NaOH de 
concentración 0,02 N y  se  llevaba a agitación  suave a  temperatura  controlada de 37°C por una 
hora. De allí se  tomaban 50 ml de  la suspensión y se  llevaba a una centrífuga por 15 minutos a 
5000  rpm. Del  sobrenadante  se  tomaron 25 ml  y  se determinó N  total  como  se describe en  la 
sección 3.2.7. El método es descrito por Tejada (1992). 
3.2.12. Determinación de digestibilidad en pepsina  
La digestibilidad en pepsina  se  realizó  siguiendo  la metodología propuesta en el método oficial 
971.09 de  la A.O.A.C.  (1998), que es  la misma descrita en  la Norma Técnica Colombiana  Icontec 
NTC 719, empleando una concentración de pepsina de 0,0002% para una mayor sensibilidad y un 
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tiempo  de  incubación de  16 horas. De  acuerdo  con  el método,  una  cantidad de  la muestra  se 
somete  a  digestión  enzimática,  con  agitación  a  45°C  durante  16  horas,  en  una  solución  buffer 
(0,075 N HCl) con  la enzima pepsina, y  luego de este tiempo se filtra  la mezcla de digestión y se 
mide la cantidad de nitrógeno en el filtrado por el método de Kjeldahl (o un método alternativo) y 
antes  de  la  digestión;  la  diferencia  de  estos  valores  da  la  digestibilidad  en  pepsina  que  es  la 
proporción  de  proteína  que  lograría  ser  degradada  a  aminoácidos  o  péptidos  de  bajo  peso 
molecular por  la enzima.   Estos análisis fueron realizados en el Laboratorio de Análisis y Ensayos 
de la empresa  Nutrianálisis Ltda. 
3.2.13. Microscopía electrónica de barrido (SEM) 
Las  muestras  previamente  liofilizadas  fueron  montadas  en  talones  de  SEM  y  recubiertas  por 
pulverización catódica con platino con un metalizador. Las fotos se obtuvieron con el microscopio 
electrónico  Quanta  200  de  FEI  en  el  Laboratorio  de Microscopía  Electrónica  de  Barrido  de  la 
Universidad Nacional de Colombia; este método  fue usado previamente por Human  y Nicolson 
(2006). 
3.2.14. Perfil de ácidos grasos por cromatografía de gases (GC) 
La  composición  de  ácidos  grasos  fue  determinada  por  cromatografía  de  gases.  Para  esto  se 
realizaron extractos con éter de petróleo a vacío a temperatura de 40°C de polen para obtener el 
aceite de polen. Se pesaron 0,10 g, previamente eliminados los excesos de solvente por medio de 
corriente de nitrógeno, de este aceite para ser sometido a derivatización con metóxido de sodio y 
calentado en baño maría  (45°C) entre 20 y 30 minutos hasta que  se obtenía una  sola  fase.  Los 
ésteres metílico de ácidos son diluídos con 4 ml de hexano, posteriormente se les adicionan 5 ml 
de una solución saturada de NaCl y se agita en vórtex por 30 s, permitiendo  la separación de  las 
fases;  la  fase  superior  se hace pasar por un  filtro de  sulfato de  sodio anhidro y deposita en un 
nuevo vial, se realiza un nuevo lavado con 5 ml de hexano, se separan nuevamente las fases y se 
reúne  con  la  fracción  orgánica.  Finalmente  se  realiza  una  dilución  1:4  para  inyectar  en  el 
cromatógrafo.  La  cromatografía  fue  realizada  en  un  sistema  Agilent  7890A  con  una  columna 
capilar  BPX  70  (30  m  x  0,25  mm  x  0,25  µm).  La  temperatura  del  inyector  era  de  210°C;  la 
temperatura en el detector de 220°C;  la temperatura de  la columna se mantuvo a 180°C; el flujo 
del gas de arrastre  (He) era de 1 a 1,5 ml/min. Se  inyectaba 1 µl  (Serra‐Bonvehí y Escolà‐Jordà, 
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1997).  La  identificación  de  ácidos  grasos  se  realizó  por medio  de  comparación  de  tiempos  de 
retención con patrones cromatografiados el mismo día.  
3.2.15. Determinación de la capacidad antioxidante por DPPH 
La actividad antioxidante fue evaluada usando el ensayo del DPPH según el método descrito por 
Brand‐William et al (1995) ligeramente modificado. Se pesaba alrededor de 1 g de muestra en un 
vaso de precipitados de  100 ml  adicionando  etanol  al  96%  y  agitando  a baja  velocidad  por  24 
horas.  La  solución  era  filtrada  empleando  papel  filtro  grado  3hw  Munktell®  y  llevando 
cuantitativamente a 100 ml para obtener el extracto etanólico. Se preparó una solución del radical 
2‐difenil‐picrilhidracil  (DPPH•)  en metanol  de  alrededor  de  3 mg  en  80 ml,  de manera  que  la 
absorbancia de esta solución,  a una longitud de onda de 515 nm, al agregar 1 ml de metanol por 
cada 5 ml de  la  solución y  calentarla por 5 minutos a 40°C diese un valor de entre 0,70 y 0,75 
(absorbancia  inicial).  A  5 ml  de  la  solución  de  DPPH  se  agregaban  tres  alícuotas  del  extracto 
etanólico y se completaba a 6 ml con metanol. Estas soluciones se calentaban a 40°C por 5 min 
para leer sus respectivas absorbancias, que debían estar en el intervalo comprendido entre el 20% 
al 70% del valor de  la absorbancia  inicial de  la solución del DPPH•. Por medio de un ajuste  lineal 
por mínimos cuadrados se calcula el volumen del extracto etanólico necesario y de esta manera la 
masa de muestra necesaria para reducir el valor de la absorbancia inicial del DPPH• hasta el 50% 
de su valor inicial (entre 0,70 y 0,75).  
La masa de muestra necesaria para decolorar un  volumen de DPPH• al 50% de  su absorbancia 
inicial se denomina  IC50  (mg/ml) y es  la  forma como se expresó  la capacidad antioxidante de  las 
muestras analizadas. Debe notarse que a menor valor del IC50 mayor capacidad antioxidante dado 
que indica que se necesitaría menos muestra para inactivar la misma cantidad del radical libre. 
3.3.  ANÁLISIS MICROBIOLÓGICOS  
Para  la  caracterización  de  la  calidad microbiológica  de  las muestras  se  siguió  la metodología 
establecida  en  el  Manual  de  Técnicas  de  Análisis  para  Control  de  Calidad  Microbiológico  de 
Alimentos  para  consumo  humano  del  Instituto  Nacional  de  Vigilancia  de  Medicamentos  y 
Alimentos (INVIMA) (1998), el cual contiene la metodología detallada de todos los análisis que se 
describen a continuación, excepto para el conteo de BAL.  
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3.3.1.  Dilución y homogeneización de la muestra 
Se pesaron  10 g de las muestras y se agregaron a frascos estériles con 90 ml de agua peptonada al 
0,1%. Posteriormente se agitan manualmente hasta obtener una mezcla homogénea. Se realizan 
diluciones seriadas en base 10. 
3.3.2.  Recuento en placa de microorganismos mesófilos aerobios 
Se tomó una alícuota 1 ml de cada una de las diluciones en cajas de Petri estériles y se adicionaron 
15 ml de agar tipo Agar Plate Count fundido y mantenido a una temperatura de 45°C mezclando el 
inóculo con el medio de  cultivo adicionado. Una vez  solidificado el medio de cultivo  invertir  las 
placas e incubar a una temperatura de 35°C ± 2°C durante 48 horas. Se realizó el recuento de las 
UFC/g,  teniendo  en  cuenta  el  factor  de  dilución  y  el  intervalo  establecido  para  este  tipo  de 
microorganismos (INVIMA, 1998). 
3.3.3.  Recuento en placa de mohos y levaduras 
Se tomó una alícuota de 1 ml de  las diluciones seriadas 10‐1 y 10‐3 en cajas de Petri estériles. Se 
adicionaron 15 ml de agar Saboraud fundido y mantenido a una temperatura de 45°C mezclando 
el inóculo con el medio de cultivo adicionado; una vez solidificado el medio de cultivo se invertían 
las placas y se incubaban a una temperatura de 22°C ±‐ 2°C durante 5 a 7 días. Se hizo el recuento 
de las UFC/g, teniendo en cuenta el factor de dilución y el intervalo establecido para este tipo de 
microorganismos (INVIMA, 1998). 
3.3.4.  Prueba presencia / ausencia de Salmonella sp. 
Del cultivo obtenido del enriquecimiento no selectivo se adicionó 1 ml en 10 ml,  tanto en caldo 
Selenito como en caldo Tetrationato y se incubó a una temperatura de 43°C ± 0,5°C durante 18 h. 
A partir de cada uno de los cultivos obtenidos del enriquecimiento selectivo, se hizo una siembra 
en superficie con asa por agotamiento en placas de Agar Xilosa, Lisina, Desoxicolato (XLD) y Agar 
Hektoen y se incubaron las placas a una temperatura de 35°C durante 24 a 48 h. En caso de que se 
presenten,  las  colonias  típicas  de  Salmonella  deben  ser  identificadas  a  través  de  pruebas 
bioquímicas (INVIMA, 1998). 
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3.3.5.  Recuento en placa de Staphylococcus aureus coagulasa + 
Para este análisis se dosificaron 0,1 ml de cada una de  las diluciones sobre  la superficie del agar 
Baird Parker extendiendo el inóculo sobre la superficie del agar, con una varilla de Hockey estéril, 
hasta que  la superficie del medio quedase seca. Se  invertían  las placas y se  incubaban a una de 
temperatura  de  35°C  ±‐  2°C,  durante  48  horas.  Se  seleccionaron  las  colonias  sospechosas 
(circulares, convexas, húmedas, de 2‐3 mm de diámetro, de color gris‐negro a negro). Se tomaba 
un mínimo  de  tres  colonias  para  hacerles  la  Prueba  de  la  Coagulasa  la  cual  consiste  en  una 
incubación en caldo Infusión Cerebro Corazón (BHI) a 35°C por 1 día (INVIMA, 1998). 
3.3.6.  NMP de coliformes totales y ausencia / presencia de E.  coli 
El NMP es el número más probable y corresponde a una técnica distinta al conteo en placa; esta 
metodología fue  la que se usó para medir  la presencia de coliformes totales. Se dosificó 1 ml de 
cada una de  las diluciones del homogenizado de  la muestra en  tubos  con  caldo  lactosado Bilis 
Verde Brillante al 2% en series de tres tubos por cada dilución los cuales se incubaron a 35°C por 1 
a 2 días, verificando la ausencia de aire. Pasado este tiempo, se registraban los tubos con turbidez 
y producción de gas, para posteriormente hacer la prueba confirmativa de los tubos positivos. Esta 
prueba confirmativa se hizo sembrando por estría por medio de un asa de cada uno de los tubos 
positivos en  la  superficie de una placa de agar Eosina Azul de metileno  (EMB) o agar Bilis Rojo 
Violeta para determinar la Ausencia / Presencia de Escherichia coli, incubando las placas a 35°C 1 a 
2 días.  En  caso de que  se  encontraran  colonias  características de  E.  coli,  era necesario  realizar 
pruebas bioquímicas confirmatorias. Para calcular el NMP se  toma el número de  tubos que dan 
positivos y  se busca el número de células correspondiente en una  tabla de probabilidades para 
este ensayo (INVIMA, 1998). 
3.3.7.  Recuento en placa de bacterias ácido lácticas viables (BAL) 
Para la enumeración de la población total de las BAL en los diferentes ensayos, se realizó según la 
metodología  recomendada  por  la  “International  Comission  on Microbiological  Specifications  for 
Food” (ICMSF, 2001). 
Dilución y homogenización de la muestra: se pesaron 10 gramos de las muestras y se agregaron a 
frascos estériles con 90 ml de agua peptonada al 0,1% luego de lo cual se agitaron con vortex hasta 
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obtener una mezcla homogénea. En el caso del conteo realizado a los cultivos puros para verificar 
su  concentración,  se pesó 1  g  en  lugar de 10  g.  Se hicieron diluciones  seriadas  en base 10.  Es 
importante obtener los 10 g de muestra bajo condiciones asépticas desde una parte central de la 
mezcla, mediante un agitador previamente estéril (y flameado). 
A partir de estas diluciones, se sembró por profundidad 1 mL de cada dilución y se adicionaron 15 
ml de Agar Man, Rogosa y Sharpe  (MRS) fundido y mantenido a una temperatura de 45°C mezcla 
do  por  rotación  el  inóculo  con  el medio  de  cultivo  adicionado  y  dejando  solidificar.  Una  vez 
solidificado el medio de cultivo se invirtieron las placas y se incubaron a una temperatura de 35°C 
durante 48 a 72 horas, en condiciones de anaerobiosis. 
El  recuento de  las UFC/g,  se hizo  teniendo en  cuenta el  intervalo establecido para este  tipo de 
microorganismos y la presencia de la población de BAL, debió ser siempre confirmada mediante la 
coloración Gram de un “pool” de colonias (mínimo 10)  de las desarrolladas en el Agar MRS. 
3.4.  ANÁLISIS PALINOLÓGICO 
Con el fin de conocer el origen botánico del material empleado (polen y pan de abejas) se llevó a 
cabo su estudio palinológico, que consiste en buscar por medio del conocimiento de la morfología 
del polen y de  la  flora  típica de  la  región donde  fueron cosechados  los productos. Estos análisis 
fueron hechos de acuerdo con  la Comisión  Internacional de Botánica Apícola  (ICBB) de  la Unión 
Internacional de Ciencias Biológicas, métodos que describe Loveaux et al (1978). Para este análisis 
se mezclan 10 gramos de  la muestra en 50 ml de agua por 15 min. Una  fracción de 10 ml de  la 
solución resultante fue luego diluida con 30 ml e agua antes de proceder con el análisis del polen. 
Los  granos  de  polen  se  contaron  usando  un  microscopio  y  se  compararon  con  los  datos 
palinológicos  de  la  región;  estos  ensayos  fueron  hechos  en  el  Laboratorio  de  Abejas  del 
Departamento de Biología de la Universidad Nacional – LABUN. 
3.5.  MONTAJES 
3.5.1.  Preparación del inóculo de BAL 
Para la preparación del inóculo se pesó la cantidad deseada del cultivo liofilizado y se mezcló con 
40 ml de agua mineral estéril a 35°C en tubos Falcon®, utilizando un vortex hasta  la desaparición 
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de grumos  (aprox. 3 minutos a 1000  rpm). Los  inóculos  se prepararon  solo minutos antes de  la 
preparación de las mezclas de fermentación. 
 
Figura 2. Montaje para la preparación del inóculo 
3.5.2.  Preparación de la mezcla de fermentación 
Se realizaron mezclas de polen, miel y agua mineral en diferentes proporciones  las cuales fueron 
homogeneizadas manualmente, mezclando  los  diferentes  componentes  con  agitador  de  acero 
inoxidable (entre 5 y 10 minutos) y, excepto en  los ensayos preliminares descritos en el numeral 
3.6.2.1,  se  sometieron  a  tratamiento  térmico  (121°C,  15  minutos  en  el  caso  de  los  ensayos 
definitivos) en recipientes de vidrio de boca ancha de 1 l tapados. Luego del tratamiento térmico y 
una vez  la mezcla hubo alcanzado una  temperatura adecuada  (entre 40°C y 35°C),  se agregó el 
inóculo bacteriano (en una proporción cercana a 108 UFC/g de sustrato en el caso de los ensayos 
definitivos, o en otras concentraciones según el ensayo)   mezclando con agitador esterilizado de 
acero inoxidable. La mezcla se sirvió en frascos de vidrio de 130 ml hasta un nivel mínimo de ¾ de 
su capacidad, dando golpes suaves para  facilitar  la compactación del sustrato. En el caso de  los 
ensayos preliminares  sin  tratamiento  térmico  se empleó  también polen molido, para  lo  cual  se 
utilizó un molino de martillos con malla de 1,5 mm de acero inoxidable.  
Cultivo 
liofilizado
Vórtex
Agua   
estéril
40 ml
Pesar
(Inóculo)
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Figura 3. Preparación de la mezcla de fermentación 
3.5.3.  Tratamientos térmicos 
Se realizaron ensayos de tratamientos térmicos como alternativa para  la adecuación del sustrato 
empleando dos tipos de montaje, uno para  los tratamientos con calor seco por debajo de 92°C y 
otro para ensayos con calor húmedo a condiciones de autoclave (121°C; 15 psi). 
3.5.3.1.  Tratamientos térmicos con calor seco 
Para estos ensayos se realizó la mezcla de 200 g de polen y agua 2:1 (de manera que se obtuviera 
una humedad  final de alrededor de 36% p/p)  la cual  fue servida en  frascos de vidrio de 250 ml 
adaptados  con  un  sensor  de  temperatura  en  el  centro  (figura  4),  los  cuales  se  sellaron  y  se 
pusieron en una estufa de circulación  forzada de aire a  la  temperatura del ensayo  (70°C, 80°C y 
90°C), el tiempo “0” se tomó como el momento en que el sensor indicó que el centro de la mezcla 
alcanzó 2°C menos que  la  temperatura del exterior  (entre 60 y 120 min). Luego de cumplido el 
tiempo de ensayo se enfrió rápidamente el recipiente con baño de hielo.  
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Figura 4. Montaje para realización de ensayos de tratamientos térmicos en estufa 
3.5.3.2.  Tratamientos en autoclave 
Para  estos  ensayos  se  realizó  la mezcla de 200  g de polen  y  agua 2:1  e  igualmente  servida  en 
frascos de vidrio de 250 ml y puestos en un autoclave de control manual de presión; el tiempo “0” 
se tomó como el momento en que la temperatura al interior del autoclave fue de 121°C (presión 
de 15‐18 psi). 
3.5.4.  Incubación 
La mezcla de fermentación, previamente servida en frascos de vidrio de 130 ml los cuales fueron 
sellados, se incubó a temperatura controlada de 35°C ± 1°C en una estufa con circulación forzada 
de aire durante 72 horas o el tiempo del ensayo. 
 
 
 
 
 
Figura 5. Montaje para realización de ensayos de tratamientos térmicos en autoclave 
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Figura 6. Montaje para inoculación e  incubación 
3.6.  EXPERIMENTACIÓN 
Para cumplir los objetivos planteados se planearon los experimentos divididos en tres partes; en la 
primera  parte  se  llevó  a  cabo  la  caracterización  fisicoquímica  de  la  calidad  del  polen  en  tres 
diferentes estados: el polen húmedo, recolectado por los apicultores y sin ningún tratamiento de 
secado o  limpieza; el polen seco, o sea aquél sometido a procesos de secado y  limpieza y que es 
como normalmente se comercializa, y pan de abejas, es decir, el polen almacenado por las abejas 
al  interior de  la  colmena. En esta etapa  se buscó encontrar  las posibles diferencias  funcionales 
entre  estos  tres  tipos  o  estadios  del  polen  apícola  y  las  variables  que  podrían  servir  para 
monitorear  tales diferencias con el  fin de ser usadas  luego en el seguimiento de  los ensayos de 
bioprocesos. 
En  la segunda parte se hicieron ensayos preliminares en  los que se exploró el uso de células de 
bacterias  ácido  lácticas  probióticas  para  inducir  un  proceso  de  fermentación  bajo  diferentes 
condiciones excepto temperatura,  la cual se mantuvo constante, evaluando   principalmente tres 
mezcla de 
fermentación
(Inóculo)
Inoculación
Homogeneización
Servido
Incubación
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indicadores: la capacidad de estas bacterias de producir acidez, de causar un descenso en el pH y 
de mantenerse o crecer en el sustrato.  
Durante  esta  etapa  se  caracterizó  el  efecto  de  la  adición  de  agua  en  polen  sobre  su  actividad 
acuosa (isoterma de adsorción), se realizaron pruebas con polen sin la aplicación de tratamientos 
de adecuación de  su  carga microbiológica previos a  la  fermentación;  se evaluaron  tratamientos 
térmicos de distinta intensidad como alternativa de pre‐tratamiento del sustrato y su efecto sobre 
algunas  características  termosensibles  de  la  mezcla;  se  evaluó  el  efecto  de  usar  distintas 
concentraciones de  inóculo, el  resultado del uso de enzimas degradantes de  la pared celular, el 
efecto de usar miel dentro de la formulación y del tipo de cultivo comercial utilizado. 
En la tercera etapa se seleccionó la especie de BAL más promisoria entre las evaluadas y se llevó a 
cabo un experimento para monitorear el proceso por medio de la evaluación a través del tiempo 
de  la  acidez  producida,  el  pH,  la  evolución  del  perfil  de  los  azúcares  (sustrato)  y  los  ácidos 
orgánicos con especial atención al ácido  láctico  (producto), el número de células viables de BAL, 
así como el efecto del proceso sobre las características nutricionales y funcionales de la mezcla de 
fermentación. 
3.6.1. Caracterización del polen seco, polen húmedo, pan de abejas y miel 
En estos ensayos  se evaluaron  las  características  fisicoquímicas, microbiológicas y botánicas del 
polen seco, el polen húmedo y el pan de abejas, específicamente: la acidez libre titulable, el pH, la 
actividad  acuosa,  la  composición  proximal  (humedad,  grasa  total,  proteína,  fibra  cruda,  fibra 
dietaria  soluble  e  insoluble,  cenizas),  el  recuento  de  BAL,  el  recuento  de mohos,  levaduras  y 
microorganismos mesófilos,  la presencia de Salmonella sp., el recuento de S. aureus coagulasa +, 
el  NMP  de  coliformes  totales,  la  actividad  antioxidante  y  el  origen  botánico.  Gracias  a  estos 
ensayos  fue  posible  establecer  las  variables  de  monitoreo  de  los  procesos  en  los  ensayos 
subsiguientes.  Dado  que  la miel  fue  también  parte  de  la  formulación  del  sustrato  en  algunos 
ensayos, esta fue caracterizada fisicoquímica y microbiológicamente. 
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3.6.2. Ensayos preliminares 
3.6.2.1.  Ensayos con polen sin tratamiento térmico 
Con el fin de explorar  la posibilidad de  inducir un proceso de fermentación sobre un sustrato de 
polen  sin  la  necesidad  de  un  proceso  previo,  se  realizaron  ensayos  en  los  cuales  se  aplicó  L. 
acidophilus  con  un  nivel  de  inóculo  de  1X108  UFC/g  sobre  matrices  conformadas  por  polen 
seco:agua  (2:1),  polen  seco:agua:miel  de  abejas  (6:3:1),  polen  húmedo:agua  (4:1)  y  polen 
húmedo:agua:miel  (7:2:1),  mezclas  que  permitieron  un  valor  de  humedad  aproximadamente 
constante. Se realizaron ensayos con polen corbicular seco re‐hidratado molido y sin moler y con 
adición de miel y  sin miel, y  con polen  corbicular húmedo  con y  sin adición de miel. Se  realizó 
seguimiento al bioproceso a través de la medición de pH, la producción de acidez y el número de 
células de BAL, cada 24 horas hasta las 72 horas. Todas las muestras se prepararon por duplicado y 
a los productos finales se les caracterizó desde el punto de vista de su calidad microbiológica.  
3.6.2.2.  Evaluación de tratamientos térmicos 
Debido  a  la  carga microbiana  inicial encontrada  con  frecuencia  en  los pólenes  comerciales  y  al 
riesgo  que  esto  representaría  para  un  alimento  en  un  proceso  de  fermentación  fue  necesario 
estudiar  tratamientos  térmicos como una alternativa para  la adecuación del sustrato previo a  la 
inoculación e incubación. Para esto las mezclas de polen y agua (2:1) se sometieron a tratamientos 
térmicos de distinta  intensidad: tres procesos en  los cuales se aplicó calor seco en una estufa de 
circulación forzada de aire a 70°C por 15 min, 80°C por 30 min, 90°C por 15 min y a tratamientos 
térmicos en autoclave a 121°C por 5, 10 y 15 min del polen seco sin re‐hidratar y de la mezcla de 
polen y agua (2:1). Con el fin de evaluar la efectividad de los distintos tratamientos en términos de 
la  disminución  de  la  carga  microbiana  se  midió  la  concentración  de  grupos  indicadores  de 
contaminación microbiana: mesófilos aerobios, coliformes totales y fecales, Staphylococcus aureus 
coagulasa +, esporas Clostridium y Salmonella sp. Se evaluó también el efecto de los tratamientos 
térmicos sobre  la capacidad antioxidante (por el ensayo del DPPH), el perfil de ácidos grasos por 
cromatografía de gases, el pH y la acidez de la muestra.  
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3.6.2.3.  Evaluación de la cantidad de inóculo 
Para  evaluar  el  efecto  de  la  cantidad  de  cultivo  utilizado  por  unidad  de masa  de  sustrato  se 
realizaron ensayos en  los cuales  se  inocularon cantidades distintas de cultivo y  se  sometieron a 
incubación a 35°C ± 1°C por 72 horas bajo  las mismas condiciones en un sustrato 2:1 polen agua 
previamente tratadas térmicamente a 121°C por 15 minutos con humedad final de 36% ± 2%.  
Para esto inicialmente se midió la cantidad de UFC/g de los cultivos, ya que las fichas técnicas de 
los mismos indican un valor mínimo, no un valor puntual. Se utilizaron tres niveles de inóculo del 
cultivo YOMIX®: 2,43x109 UFC/g, 4,9x108 UFC/g y 7,4x107 UFC/g y tres niveles de inóculo del cultivo 
L. acidophilus: 2,5x109 UFC/g, 4,5x108 UFC/g y 1,6x107 UFC/g. Se tomaron muestras cada 24 horas 
para monitorear el pH y la producción de acidez. 
3.6.2.4.  Evaluación del uso de distintos cultivos 
Se evaluó  la efectividad de varios  tipos de cultivos comerciales para  inducir  la  fermentación del 
polen, para esto se agregó una cantidad de inóculo determinada de alrededor de 1x108 UFC/g de 
L. acidophilus, L. paracasei, YOMIX® y CHOOZIT® a mezclas de polen:agua (2:1) y polen:agua:miel 
(6:3:1) en ambos casos con humedades de 36% ± 1% previamente tratadas térmicamente a 121°C 
por  15  minutos  y  se  sometieron  a  incubación  a  35°C  ±  1°C  por  72  horas  bajo  las  mismas 
condiciones. Todas las muestras se prepararon por duplicado. Se tomaron muestras cada 24 horas 
para monitorear el pH, la producción de acidez y el número de células de BAL. 
3.6.2.5.  Evaluación del uso de enzimas 
Debido  a  la  posibilidad  de  que  la  estructura  rígida  del  polen  limitara  en  alguna  medida    el 
aprovechamiento de los componentes del sustrato se buscó evaluar el efecto de la adición de una 
enzima típicamente usada para  la degradación de estructuras rígidas en matrices alimentarias de 
origen vegetal como parte del pre‐tratamiento. Para esto se aplicó  la enzima Citrozym Ultra® en 
un nivel de 400 ppm  (que corresponde al valor equivalente de  la  recomendación del  fabricante 
para uso  en  alimentos  vegetales)  en mezclas polen:agua previamente  tratadas  térmicamente  a 
121°C  por  15 minutos,  de  36%  ±  1%  de  humedad  que  fueron mantenidas  a  40°C  durante  60 
minutos y fueron luego inoculadas con 2,0x108 UFC/g de L. acidophilus e incubadas a 35°C por 48 
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horas. Todas  las muestras se prepararon por triplicado. Se tomaron muestras cada 12 horas para 
monitorear el número de células de BAL, el pH y la producción de acidez. 
3.6.3.  Ensayos definitivos con Lactobacillus acidophilus 
Después de  los ensayos preliminares se seleccionó el cultivo con mejores resultados en términos 
de  la eficiencia en  la producción de acidez y se  realizó un experimento con el  fin de  realizar un 
seguimiento al comportamiento de la fermentación en términos de los cambios en el sustrato, la 
aparición de producto, el crecimiento bacteriano y el efecto del proceso sobre algunos indicadores 
del  valor nutricional del producto.  Para  esto  se  inoculó  con  1x108 UFC de  L.  acidophilus/g una 
mezcla de polen:agua (2:1) con una humedad de 36% ± 1% previamente tratada térmicamente a 
121°C por 15 minutos y se sometió a incubación a 35°C ± 1°C por 36 horas. Todas las muestras se 
prepararon  por  triplicado.  Se  tomaron  muestras  cada  12  horas  para  monitorear  el  pH,  la 
producción  de  acidez,  el  número  de  células  de  BAL,  el  perfil  de  azúcares  y  el  perfil  de  ácidos 
orgánicos.  Se midió  al  inicio  y  final  de  la  reacción  el %  de  proteína  soluble,  la  solubilidad  en 
pepsina, la fibra cruda, y se realizaron fotografías con microscopía electrónica de barrido SEM.  
3.7.   ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 
En los ensayos definitivos con L. acidophilus se empleó el Modelo General Lineal (GLM) que es un 
procedimiento de Análisis de Varianza ANOVA para poder comparar los datos obtenidos así como 
la  significancia  de  los  efectos  de  las  variables  y  las  diferencias  encontradas.  En  este  caso  las 
variables  dependientes  (los  parámetros  fisicoquímcos:  acidez  producida,  pH,  concentración  de 
glucosa, concentración de  fructosa, concentración de  sacarosa y concentración de ácido  láctico) 
están  relacionadas  linealmente  con  variables  independientes  (adición  de  inóculo  al  inicio  del 
tiempo de incubación y tiempo). Su relación funcional puede describirse como una generalización 
de la función de regresión muestral con el siguiente modelo: 
Parámetro físico‐químico ijk = µ + Ai + Ej + AEij + εij 
Donde:  
µ = media general de las variables respuestas 
Ai = efecto del nivel i de la adición de cultivo (L. acidophilus y Blanco) 
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Ej = efecto del nivel j de cada tiempo evaluado (0 h, 12 h, 24 h y 36 h) 
εijk = error  
i = 1:2; j = 1:4 
Los datos del experimento se trataron conforme al diseño experimental completamente regido al 
azar  (DCA)  (Romagosa, 2005; Díaz‐Moreno, 2009), mediante un diseño  factorial 2x4  (adición de 
inóculo  y  tiempo)  con  tres  repeticiones.  Este  diseño  permitió  comparar  el  tratamiento  con  L. 
acidophilus y el blanco a través del tiempo combinando estas dos variables. 
El análisis estadístico se  llevó a cabo utilizando el paquete Minitab 15 (©2007 Minitab Inc.), para 
realizar comparación de diferencias estadísticas ANOVA.  
Las  diferencias  entre  los  tratamientos  individuales  se  estudiaron  mediante  una  Prueba  de 
Comparaciones  Factoriales  y  el  análisis  se  hizo  teniendo  en  cuenta  los  gráficos  de  efectos 
principales y de interacción para cada parámetro fisicoquímico (Anexo 05). 
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4. ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
4.1.   CARACTERIZACIÓN DE LA MATERIA PRIMA 
En esta primera etapa experimentar se buscó la evaluación de las principales características físicas, 
químicas y microbiológicas de  las materias primas de  los ensayos de  fermentación con el  fin de 
tener un conocimiento sobre su composición y en el caso del polen seco, húmedo y pan de abejas 
para encontrar las diferencias funcionales entre unos y otros.  
4.1.1.  Caracterización de la miel 
En  la Tabla 10  se muestra  la caracterización  fisicoquímica y microbiológica de  la miel de abejas 
utilizada  en  los  ensayos  de  bioprocesos.  Las  propiedades  evaluadas  muestran  que  esta  miel 
cumple con los requisitos de la Norma Colombiana 1273 (ICONTEC, 1997). 
4.1.2.  Caracterización del polen 
Se llevó a cabo la caracterización fisicoquímica de la calidad del polen en tres diferentes estados: 
el  polen  húmedo,  recolectado  por medio  de  trampa  en  el  apiario  y  sin  ningún  tratamiento  de 
secado o  limpieza; el polen seco, o sea aquél sometido a procesos de secado y  limpieza y que es 
como normalmente se comercializa, y pan de abejas, es decir, el polen almacenado por las abejas 
al  interior de  la  colmena. En esta etapa  se buscó encontrar  las posibles diferencias  funcionales 
entre  estos  tres  tipos  o  estadios  del  polen  apícola  y  las  variables  que  podrían  servir  para 
monitorear  tales diferencias con el  fin de ser usadas  luego en el seguimiento de  los ensayos de 
bioprocesos. 
Tal como ha sido descrito en la sección 3.1., pueden haber diferencias (aunque leves) en cuanto a 
la composición botánica de los tres tipos de polen, dando lugar a una variabilidad inherente en sus 
características  fisicoquímicas;  sin  embargo  se  hizo  un  esfuerzo  para minimizar  dicha  variación 
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asegurándose de seleccionarlos con el mismo origen geográfico, el cual es prácticamente idéntico. 
Teniendo  en  cuenta  esto,  se  analizaron  las  diferencias  encontradas  en  las  características 
fisicoquímicas y microbiológicas evaluadas. 
Tabla 10. Características fisicoquímicas y microbiológicas de la miel 
Característica  Valor 
Humedad (g/100g) 
Acidez libre (meq/kg) 
Acidez lactónica (meq/kg) 
Cenizas (g/100g) 
Actividad diastásica (ND) 
Hidroximetilfurfural (mg/kg) 
Color (mm Pfund) 
Sólidos insolubles (g/100g) 
Conductividad (mS/cm) 
Mohos (UFC/g) 
Levaduras (UFC/g) 
Mesófilos totales (UFC/g) 
Presencia de Salmonella sp. 
Clostridium sp. (UFC/g) 
Staphylococcus aureus (NMP/g) 
Coliformes totales (UFC/g) 
Coliformes fecales (UFC/g) 
18,5 
32,68 
0,63 
0,026 
11,3 
9,58 
17 
0,016 
319,7 
<10 
<10 
<10 
Negativa 
<10 
<10 
<10 
<10 
 
En  la Tabla 11 se puede observar  la diferencia entre  la humedad y  la actividad acuosa entre  los 
tres diferentes  tipos de polen, debido al proceso de  secado al cual  fue  sometido el polen  seco. 
Entre  el  polen  húmedo  y  el  pan  de  abejas  se  observa  una  humedad  similar  debido  a  que  la 
conversión en pan de abejas no  implica una pérdida significativa de agua;  la pequeña diferencia 
puede ser explicada debido a que al interior de la colmena la temperatura se mantiene alrededor 
de 35°C (Figueroa, 2003) lo cual puede inducir una pérdida leve de humedad.   
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Tabla 11. Características fisicoquímicas del polen seco, polen húmedo y  pan de abejas* 
 
Característica 
Polen seco  Polen húmedo  Pan de abejas 
BH  BS  BH  BS  BH  BS 
Humedad (g/100g) 
Aw 
pH 
Acidez libre (meq/kg) 
Grasa (g/100g) 
Proteína (g/100g) 
Fibra cruda (g/100g) 
Fibra dietaria (g/100g) 
    Fibra dietaria soluble 
    Fibra dietaria insoluble 
Azúcares (g/100g)                   
Fructosa 
     Glucosa 
     Sacarosa 
Cenizas (g/100g) 
Minerales (mg/kg)  
     Calcio 
     Magnesio 
     Zinc 
EC50 para DPPH (mg/ml) 
Digestibilidad en pepsina** 
5,57 
0,27 
4,636 
234,99
5,80 
22,5 
7,2 
14,4 
1,3 
13,1 
 
19,21 
11,94 
8,52 
2,33 
 
1695,7
2273,3
32,7 
0,455 
72,2 
‐ 
‐ 
‐ 
248,84 
6,14 
23,8 
7,6 
15 
1,4 
13,9 
 
20,34 
12,64 
9,02 
2,47 
 
1795,7 
2407,3 
34,6 
0,430 
‐ 
19,90 
0,72 
4,830 
189,38 
5,36 
16,3 
8,6 
9,9 
1,9 
8,0 
 
15,65 
16,23 
4,42 
1,59 
 
1358,8 
1471,7 
24,0 
0,661 
91,7 
‐ 
‐ 
‐ 
236,78 
6,69 
20,4 
6,90 
12,3 
2,3 
10,0 
 
19,53 
20,27 
5,52 
1,99 
 
1696,4 
1873,3 
30,0 
0,529 
‐ 
18,44 
‐ 
4,132 
271,18 
5,45 
17,1 
12,4 
 
‐ 
‐ 
 
9,74 
10,59 
10,18 
1,81 
 
‐ 
‐ 
‐ 
0,406 
‐ 
‐ 
‐ 
‐ 
332,47 
6,69 
21,0 
13,1 
 
‐ 
‐ 
 
11,94 
12,86 
12,48 
2,22 
 
‐ 
‐ 
‐ 
0,331 
‐ 
* BH: base húmeda y BS: base seca 
** Expresada en %  de la proteína digerible respecto a la proteína total 
“‐“No fue medido 
 
El pH del polen húmedo es  ligeramente mayor así como  la acidez  ligeramente menor, sugiriendo 
que  posiblemente  durante  el  manejo  poscosecha  el  polen  sí  puede  acidificarse,  aunque 
levemente. Por otro lado, tanto la acidez aumentada como el valor bajo de pH del pan de abejas 
evidencia que éste ha sufrido procesos de fermentación que lo han llevado a estas condiciones, lo 
cual coincide con la literatura existente al respecto, que describe la conversión del polen en pan de 
abejas como una fermentación, primordialmente ácido láctica en la que también intervienen otras 
especies  de  microorganismos  (Herbert  y  Shimanuki,  1978;  Gilliam,  1997;  del  Risco,  2000; 
Fernandes‐Da‐Silva, 2000); esta fermentación es inducida por la microbiota espontánea del polen 
corbicular. En  la Tabla 12 se puede observar  la carga elevada de microorganismos  inductores de 
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fermentación  como BAL  y  levaduras.  Las BAL pueden provenir de  la microflora ambiental  y del 
tracto gastrointestinal de las abejas las cuales regurgitan néctar para formar los pellets inoculando 
así el polen con los microorganismos típicos de la especie Apis melliera (Gilliam, 1979).  
Tabla 12. Características microbiológicas del polen seco, polen húmedo y  pan de abejas 
Característica  Polen seco  Polen húmedo  Pan de abejas 
Bacterias ácido lácticas (UFC/g) 
Mohos (UFC/g) 
Levaduras (UFC/g) 
Mesófilos totales (UFC/g) 
Coliformes totales (NMP/g) 
Coliformes fecales (UFC/g) 
Presencia de Salmonella sp. 
Clostridium sp. (UFC/g) 
Staphylococcus aureus (UFC/g) 
66000
1000 
1000 
>100 
7,5 
3 
Negativa 
<10 
<10 
1430000 
149000 
128000 
>100 
1100 
7,2 
Negativa 
<10 
<10 
6000 
130 
235000 
2410 
<1 
<1 
Negativa 
<1 
<1 
 
La concentración de materia grasa para los tres pólenes es bastante similar y en el caso del pan de 
abejas  y  el  polen  húmedo  idéntica.  Los  valores  se  encuentran  dentro  del  intervalo  normal  de 
variación de esta propiedad para pólenes de esta  región y del mundo  (ver Tabla 2); algo similar 
ocurre con  la proteína y  las cenizas. Los valores de  fibra cruda y dietaria son más variables y su 
mayor valor se presenta en el pan de abejas, esto no puede explicarse por  la fermentación, pero 
sugiere  que  en  el  proceso  de  conversión  de  polen  en  pan  de  abejas  no  hay  una  hidrólisis 
significativa de  fibra en carbohidratos simples. La concentración de  los minerales analizados, Ca, 
Mg  y  Zn  se  encuentra dentro del  intervalo normal para  estos  elementos  y  el hecho de que  se 
encuentren en valores tan cercanos entre el polen seco y el polen húmedo confirma que se trata 
de pólenes de origen botánico/geográfico común.  
El valor de  la concentración mínima  inhibitoria de DPPH,  IC50,  indica en este caso  la cantidad de 
polen  que  se  requiere  para  reducir  a  la mitad  la  concentración  del  radical  libre  DPPH  en  un 
volumen  determinado,  es  decir  que  el  valor  es  inversamente  proporcional  a  la  capacidad 
antioxidante (entre más poder antioxidante, menor cantidad de polen se necesitará para inactivar 
la misma cantidad del radical); el mayor valor de actividad antioxidante lo tiene el pan de abejas, 
lo cual señala que  los cambios químicos que sufre el polen al  interior de  la colmena afectan de 
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manera  positiva  su  capacidad  antioxidante  global  evaluada  por  esta  técnica.  El  polen  seco 
presenta  una  mayor  actividad  antioxidante  que  el  polen  húmedo,  que  no  fue  sometido  a 
tratamientos de deshidratación; esto puede deberse a un efecto de mejora en el contenido y  la 
actividad de los antioxidantes naturales de estos productos causado por el procesos de secado, el 
cual  implica el suministro de calor y consecuentemente  la formación de nuevos compuestos con 
propiedad antioxidante, como los productos de la reacción de Maillard, lo cual ha sido observado 
previamente en varios estudios, en alimentos de origen vegetal (Lee  et al, 2006; Choi et al, 2006), 
en los cuales el efecto de pérdida de nutrientes lábiles es minimizado por el realce de la capacidad 
antioxidante global.  
La digestibilidad en pepsina (porcentaje de la proteína total que es digerible en pepsina) es cerca 
de  20% menor  en  polen  seco  que  en  polen  húmedo;  esto  se  debe  a  que  el  secado  del  polen 
disminuye la solubilidad de la proteína al provocar  su desnaturalización en algún grado por efecto 
de la temperatura y de la pérdida de agua y por favorecimiento de las reaccionesn de Maillard.  
El  análisis  de  la  calidad  microbiológica  de  los  pólenes  muestra  en  primer  lugar,  como  ya  se 
mencionó previamente, una alta concentración de BAL espontáneas en el polen. Estas bacterias se 
consideran  las causantes de  la  fermentación  láctica natural del polen y  recientemente  se  les ha 
asociado  con  posibles  efectos  probióticos  y  benéficos  para  los  humanos,  como  inhibición  de 
microorganismos patógenos (Percie du Sert y Offant, 2009). Sin embargo su elevada concentración 
en el polen seco causa el incumplimiento de las normas internacionales de calidad microbiológica 
(ver Tablas 5 y 6) que exigen un recuento de mesófilos (categoría dentro de la cual se encuentran 
la mayoría de  las BAL) por debajo de 300 UFC/g, un valor mucho menor que el recuento de BAL 
encontrados. En  la Tabla 11 es posible ver que el polen seco analizado adicionalmente tiene una 
concentración de coliformes, mohos y  levaduras que también  indica que no es un polen con una 
calidad microbiológica  ajustada  a  los parámetros  internacionales.  La  aparición de  coliformes  se 
debe  probablemente  a  que  los  apiarios  se  ubican  en  zonas  rurales  donde  también  se  realizan 
actividades productivas como la ganadería y con frecuencia ocurre una contaminación cruzada o a 
una contaminación espontánea ambiental. Aunque es posible observar que el proceso de secado 
disminuye la carga microbiológica, la presencia de mohos, levaduras y coliformes muestra que se 
deben  realizar mejoras en  los procesos poscosecha de este producto en Colombia,  tal como ha 
sido señalado previamente (Figueroa, 2003; Martínez, 2006). Normalmente, debido a la actividad 
 
71 
 
acuosa reducida del polen seco y al tamaño de la porción usualmente recomendada de polen (10 ‐
15 g), esta  carga microbiana no  representa un  riesgo  considerable,  siempre que,  como en este 
caso, no se encuentre presencia de microorganismos patógenos como Salmonella, Clostridium o 
Staphylococcus aureus, sin embargo sí señala  la necesidad de procesos de adecuación del polen 
para su uso como sustrato en un proceso de fermentación. De igual modo resulta interesante que 
para  los valores de actividad acuosa encontrada, en especial en el polen seco, haya un nivel tan 
alto de BAL mostrando que estas especies de BAL presentes de  forma nativa  tienen una buena 
capacidad  de  adaptación  al medio  y  por  lo  tanto  cabría  esperar  que  fueran  exitosas  para  la 
degradación del polen como sustrato en caso de poderlas aislar y re‐inocular. 
En los procesos de fermentación en fase sólida, la actividad acuosa es un parámetro importante ya 
que  determina  la  capacidad  de  adaptación  al medio  por  parte  de  la  bacteria  que  se  inocula. 
Weinberg y Muck (1996) recomiendan una actividad acuosa de 0,92 a 0,94 cuando se usan BAL en 
sustratos vegetales en procesos de ensilaje para alimentación animal. Para el uso del polen como 
sustrato para el crecimiento de BAL se requiere entonces la adición de agua que permita ajustar el 
valor de actividad acuosa; por tal razón se estudió el comportamiento de  la actividad acuosa del 
polen (en este caso seco) para distintos niveles de agua adicionada. 
 
Figura 7. Isoterma de adsorción de agua para el polen seco a 35°C 
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En la figura 7 se muestra la estimación de la isoterma de adsorción para el polen seco a 35°C que 
es la temperatura a la cual se realizaron los ensayos de proceso (y la temperatura al interior de la 
colmena).  La  tendencia  de  la  curva muestra  que  para  un  valor  de  agua  adicionada  tal  que  la 
humedad de la mezcla sea de 36% p/p se tiene un valor de la actividad de agua de cerca de 0,92, el 
cual  se  puede  considerar  como  un  valor  mínimo  de  actividad  acuosa  para  desarrollar  estos 
procesos. El comportamiento de estas curvas en matrices alimentarias es muy variable y propio no 
solo del tipo de producto evaluado, sino también de  la temperatura, pero a través de  los puntos 
evaluados se puede ver que entre el estado inicial (5,6% de humedad) y la rehidratación hasta un 
valor de 20% de humedad hay un  incremento repentino de  la actividad acuosa  indicando que  la 
humedad adicionada no logra asociarse a las estructuras químicas presentes en el polen, entre un 
valor  de  20  a  30%  de  humedad  no  ocurre  un  cambio  significativo  en  la  actividad  acuosa 
demostrando  que  el  agua  que  se  adiciona  en  este  intervalo  de  concentración  se  asocia 
estructuralmente y entre 30 y 36% de humedad vuelve a haber un aumento en la pendiente de la 
curva indicando un cambio en la dinámica de interacción agua‐polen en este intervalo.  
En  la  figura  8  se  muestra  la  fotografía  con  microscopía  electrónica  de  barrido  SEM  de  los 
diferentes estados del polen. 
En esta  figura se aprecia, además de  las diferentes especies botánicas presentes en cada polen, 
algunas de  las  cuales  son  comunes a  los  tres, diferencias estructurales; en particular es posible 
observar cómo tanto en el polen seco como en el pan de abejas  la estructura de  los granos está 
menos  conservada  que  en  el  polen  húmedo.  Por  ejemplo  en  el  pan  de  abejas  se  observa  la 
hinchazón de los granos, al punto de verse el contenido interno del polen expuesto al exterior, lo 
cual demuestra que  tanto en el proceso de  secado  como en  los  cambios que  llevan al polen  a 
convertirse en pan de abejas, la estructura original es susceptible de sufrir alteraciones. 
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                                                                                                                               (a) 
 
 
 
 
                                                                                                                               (b) 
 
 
 
                                                                                                                               (c) 
 
 
Figura 8. Estructura de (a) polen húmedo, (b) polen seco y (c) pan de abejas con un aumento x 
1000 (izq.) y 3000 (der.) por medio de microscopía electrónica de barrido 
4.2.   ENSAYOS DE FERMENTACIÓN SIN TRATAMIENTO TÉRMICO 
La  inducción de una  fermentación  láctica mediante bacterias ácido  lácticas puede contribuir a  la 
preservación de un alimento ante  la aparición de microorganismos  contaminantes o patógenos 
aumentando su vida útil (Salovaara et al, 2003) por acidificación del sustrato y por competencia. Si 
la  calidad  de  la  materia  prima  lo  permite,  en  principio  sería  posible  elaborar  un  producto 
alimenticio  fermentado a partir de un  sustrato  “crudo”, no  sometido a  tratamientos previos de 
reducción de la carga microbiana.  
 
74 
 
Con el  fin de explorar esta posibilidad se  llevó a cabo  la  inducción de procesos de  fermentación 
sobre matrices de polen húmedo y de polen seco (en ambos casos con adecuación de la actividad 
acuosa  por  medio  de  la  adición  de  agua)  con  el  cultivo  del  microorganismo  Lactobacillus 
acidophilus. También se buscó en estos ensayos observar el efecto de la adición de miel al medio, 
teniendo en cuenta que en los estudios realizados previamente por Vamanu et al (2006) se señala 
la  adición  de  miel  como  un  aspecto  que  mejora  la  producción  de  acidez  en  procesos  de 
fermentación de polen en  cajas de petri  con  L. acidophilus y  L. plantarum. Del mismo modo  se 
realizaron ensayos en  los cuales el polen seco fue molido previo a  la adecuación de  la humedad 
con el fin de observar si el proceso se ve  afectado por el tamaño inicial del pellet de polen.  
Para esto  se  llevaron  a  cabo ensayos  con polen húmedo  con miel  y  sin miel,  y  con polen  seco 
molido y  sin moler,  con miel y  sin miel, en  los  cuales  se utilizó un  inóculo de  L. acidophilus de 
1,8x108 UFC/g  y  se  incubó  en  un  horno  a  35°C  en  frascos  de  vidrio  durante  72  horas.  Para  la 
preparación  del  inóculo  y  la  incubación  se  utilizaron  los montajes  descritos  en  los  numerales 
3.5.1., 3.5.2., y 3.5.4. Todas las tablas de datos se presentan en el Anexo 02.  
En  la  tabla  13  se muestran  las  diferentes  formulaciones  ensayadas  así  como  su  humedad  y  la 
cantidad estimada de azúcares. Adicionalmente se preparó una mezcla similar a  la de polen seco 
sin moler sin adición de miel a la cual no se le inoculó la bacteria; esta mezcla sirvió como blanco 
de  los  ensayos.  Como  se  observa  en  la  tabla  13,  los  valores  de  humedad  para  todas  las 
formulaciones son muy similares y su desviación se encuentra dentro de los límites de error para 
las técnicas usuales de medición de esta propiedad, por lo tanto se puede decir que las diferentes 
formulaciones ensayadas tienen  la misma cantidad de materia seca. La cantidad de azúcares fue 
estimada  con  base  en  la  suma  de  las  concentraciones  de  sacarosa,  fructosa  y  glucosa  de  los 
pólenes y su valor es distinto entre los ensayos con miel y sin miel.  
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Tabla 13. Formulaciones ensayadas en experimentos sin tratamiento térmico 
Ensayo 
Formulación 
Humedad 
(%p/p) 
Azúcares
Base 
húmeda 
(%p/p) 
Polen 
(%p/p) 
Agua 
(%p/p) 
Miel 
(%p/p) 
Inóculo 
(UFC/g) 
polen 
seco 
sin adición 
de miel 
sin moler  67  33  0  1,8x108  36,7  26,6 
molido  67  33  0  1,8x108  36,7  26,6 
con adición 
de miel 
sin moler  60  30  10  1,8x108  35,2  32,0 
molido  60  30  10  1,8x108  35,2  32,0 
polen 
húmedo 
sin adición de miel  80  20  0  1,8x108  35,9  29,0 
con adición de miel  70  20  10  1,8x108  35,8  33,6 
  Promedio   35,9  29,9 
 
Desviación 
estándar  0,7  3,0 
 
Se  realizó un  seguimiento  al proceso  a  través de  la medición del pH,  la  acidez  y el número de 
células  viables  de  BAL,  y  adicionalmente  se  evaluó  la  calidad microbiológica  de  los  productos 
finales para analizar su aptitud como producto alimenticio desde este punto de vista. 
 4.2.1.  Comportamiento de pH y acidez 
Al comparar  las curvas de pH y acidez no se observan de manera clara tendencias que permitan 
obtener conclusiones definitivas sobre el efecto de  los diferentes factores evaluados (tamaño de 
partícula, adición de miel, etc.) y esto se debe principalmente a  la proliferación de  la microflora 
espontánea que ocurre durante el periodo de  incubación, proporcionando una gran variabilidad 
de los resultados. En general en todos los ensayos se observó un descenso en el pH y un aumento 
en  la  acidez  del  medio,  lo  cual  se  corresponde  con  la  correlación  inversa  entre  estas  dos 
propiedades.  En  la  figura  9  se  muestra  el  comportamiento  en  el  tiempo  de  la  acidez  total, 
expresada  como acidez producida  (ver numeral 3.2.1.)  y el pH, para  las distintas  formulaciones 
empleadas. En esta figura es posible observar que, tanto por descenso de pH (casi 1 unidad) como 
por aumento de acidez (cerca de 400 meq/kg), el ensayo realizado con polen húmedo (con y sin 
adición de miel) es aquel en el que el proceso de  fermentación parece haber sido  inducido con 
mayor  intensidad, con picos de productividad entre 24 y 48 horas, una fase de  latencia  inferior a 
24 horas y una  fase exponencial que  llega a un máximo entre 20 y 40 horas. En  la  tabla 12  se 
encuentran  los  valores de  la  carga  inicial de  los diferentes pólenes;  las altas  cargas  iniciales de 
 
76 
 
ambos tipos de polen, pero en particular las de polen húmedo, explican esta diferencia, ya que al 
L.  acidophilus  inoculado  (aprox.  108 UFC/g)  se  le  suma  toda  la  carga  inicial  de BAL  (aprox.  106 
UFC/g)  las  cuales  tendrán  una  buena  capacidad  de  adaptarse  al medio  (son  cepas  nativas)  y 
posiblemente  temperaturas  óptimas  de  crecimiento  cercanas  a  los  35°C.  Adicionalmente  cabe 
esperar que esta acidificación sea también parcialmente producto del metabolismo de los mohos y 
levaduras presentes espontáneamente en el polen (en una concentración de cerca de 105 UFC/g) 
los cuales, a pesar de la competencia con las BAL, pueden crecer a estas condiciones.  
En  cuanto  al  polen  seco,  la  producción  de  acidez  sigue  siendo  significativa.  El  efecto  de  la 
reducción del tamaño del pellet a través de la molienda para este tipo de polen no es muy claro; 
en  la  figura 10  se muestra dicho efecto, encontrando que  la producción de acidez en polen  sin 
moler  se  favorece  con  respecto  al  polen molido  cuando  no  hay  adición  de miel,  en  tiempos 
anteriores a las 24 horas, y en cambio es menor que en polen molido cuando sí la hay. En cuanto al 
pH no se encuentran estas diferencias de manera significativa. Estos resultados indican que puede 
haber un efecto combinado de  la molienda y  la adición de miel,  sin embargo  se  requieren más 
ensayos para estudiar mejor este posible efecto. El proceso de molienda, pues, no mostró tener 
un  efecto  decisivo  y  esto  se debe  en  parte  a que,  independientemente de  si  el polen  es o no 
molido, en el proceso de rehidratación los pellets de polen se desintegran debido probablemente 
a que se encuentran compactados gracias a compuestos como azúcares que son solubles en agua, 
perdiéndose el efecto de la molienda.  
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  Figura 9. Efecto del tipo de polen empleado sobre el comportamiento de la acidez y el 
pH, (a) y (c) sin adición de miel y (b) y (d) con adición de miel en ensayos sin tratamiento térmico 
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Figura  10. Efecto del tamaño de partícula sobre el comportamiento de la acidez y el pH, (a) y (c) 
en polen seco sin adición de miel; (b) y (d) polen seco con adición de miel en ensayos sin 
tratamiento térmico 
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Figura 11. Efecto de la adición de miel sobre el comportamiento de la acidez y el pH, (a) y (b) 
polen seco; (c) y (d) polen seco molido; (e) y (f) polen húmedo en ensayos sin tratamiento 
térmico 
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Estos resultados, y el hecho de que  la  inclusión de una etapa de molienda en un proceso  implica 
un  costo  energético  adicional,  además  del  aumento  del  riesgo  de  contaminación  cruzada, 
permitieron descartar su uso en ensayos sucesivos.  
En general  la adición de miel al sustrato, con el consecuente aumento en  la concentración de  la 
fuente de carbono, resultó no tener un efecto significativo en la mayoría de los ensayos realizados. 
En  la  figura 11, que muestra  la comparación del efecto de  la adición de miel para  los diferentes 
tipos de polen, se observa que, excepto para  la producción de  la acidez en polen seco molido,  la 
adición  de miel  no  parece  afectar  la  fermentación  del  sustrato  desde  el  punto  de  vista  de  la 
acidificación ni el descenso del pH. La  respuesta metabólica ante diferentes concentraciones de 
sustrato depende de la especie de microorganismo e incluso puede variar para distintas cepas de 
la misma especie, por  lo tanto en una etapa posterior de  la  investigación se evaluó este aspecto 
usando distintas cepas. 
4.2.2.  Comportamiento de la viabilidad del cultivo 
El  comportamiento  observado  del  pH  y  la  acidez  inidica  que  el  sustrato  sufre  un  proceso  de 
fermentación durante el tiempo en que es  incubado en  las condiciones de  los ensayos. Debido a 
que  además del  inóculo  agregado de  L. acidophilus  en  los  sustratos  se encuentran poblaciones 
considerables de otros microorganismos como BAL, mohos y levaduras, la fermentación observada 
en el seguimiento de  los parámetros químicos puede deberse no solamente al metabolismo del 
inóculo sino también a la inducción del crecimiento de estas especies.  
Con el fin de estudiar la evolución de las BAL el tiempo se midió su concentración para las distintas 
formulaciones.  
En la figura 12 se muestra la variación en el tiempo de la viabilidad de las BAL; cabe anotar que la 
técnica de medición (ver numeral 3.3.7) contabiliza bacterias ácido lácticas totales, sin discriminar 
por género o especie, por lo tanto en estos conteos se incluirían las células de BAL presentes en el 
polen  inicialmente, cuya concentración sin embargo son varios órdenes de magnitud  inferior a  la 
del  inóculo.  El  primer  aspecto  importante  que  se  observa  son  las  grandes  diferencias  en  la 
viabilidad de las BAL cuando se agrega miel como parte de la formulación y cuando no, lo cual no 
fue observado en el comportamiento del pH y la acidez.  
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Figura 12. Efecto del tipo de polen empleado sobre la viabilidad de L. acidophilus, (a) sin adición 
de miel y (b) con adición de miel en ensayos sin tratamiento térmico 
 
La adición de miel al medio, para el L. acidophilus disminuye su viabilidad independientemente del 
tipo de polen empleado; esto puede deberse a dos causas: el contenido elevado de azúcares que 
puede  inducir  en  el  medio  unas  condiciones  osmóticas  estresantes  para  la  cepa,  o,  menos 
probablemente,  a  la  presencia  de  compuestos  químicos,  particularmente  fenólicos,  con  efecto 
antimicrobiano que pueden tener algunas mieles  
En  la  figura  12  (a)  es  posible  observar  que  las  BAL  tienen  una  fase  de  adaptación  que  dura 
alrededor de 24 horas y una fase exponencial posterior de cerca de 24 horas (hasta tiempo = 48 h) 
en la cual alcanzan valores altos de producción de biomasa, de más de 109 UFC/g, en los cuales se 
mantienen  hasta  las  72  h.  En  la  figura  12  (b)  se  muestra  cómo  la  adición  de  miel  afecta 
negativamente  la  viabilidad  de  las  cepas,  las  cuales  en  general  disminuyen  su  concentración  a 
través del tiempo. Por ejemplo con polen seco molido a las 48 h los valores de células viables caen 
hasta niveles prácticamente nulos, de alrededor de 102 UFC/g. 
La síntesis de ácidos orgánicos, y específicamente de ácido láctico, es un indicador del crecimiento 
de la población de las BAL ya que estos compuestos son metabolitos primarios, es decir que están 
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asociados al metabolismo principal de las bacterias. En general se asocia la síntesis del metabolito 
primario con  la producción de biomasa y se espera que  la mayor acidificación del medio ocurra 
durante  la  fase  de  crecimiento  exponencial.  En  este  caso,  al  comparar  el  comportamiento 
poblacional  de  las  BAL  con  las  curvas  de  acidificación  se  encuentra  que  no  hay  una 
correspondencia directa, especialmente en el caso de  los ensayos a cuyos  sustratos  se adicionó 
miel. Esto  indicaría que  las BAL producen  ácido en distintas etapas de  crecimiento/muerte  con 
diferentes  productividades  dependiendo  de  la  composición  del  sustrato,  debido  a  la  alta 
complejidad  del mismo,  o  bien  que  parte  de  la  acidificación  en  estos  ensayos  es  producto  del 
metabolismo  de  diferentes  especies  de microorganismos  (incluyendo mohos  y  levaduras)  que 
pudieron proliferar en las condiciones de los ensayos y que además pudieron favorecerse por los 
niveles  aumentados  de  fuente  de  carbono  en  aquellos  en  los  que  se  adicionó miel,  lo  cual  es 
factible dadas las altas cargas iniciales de los pólenes.  
En  los ensayos  realizados  sin miel en el  sustrato  se observó que, desde el punto de vista de  la 
viabilidad, el proceso no se ve afectado significativamente por el tipo de polen empleado ni por la 
molienda del polen seco.  
4.2.3.  Calidad microbiológica de los productos obtenidos 
Para  que  el  producto  de  este  proceso  sea  apto  como  alimento  debe  cumplir  con  los 
requerimientos microbiológicos  referentes  a  grupos  indicadores de  contaminación  y  a  especies 
potencialmente patogénicas.  
La  calidad microbiológica de  algunos de  los productos  finales de  los  ensayos  fue  analizada;  los 
resultados de estos análisis, que  se muestran en  la  tabla 14,  señalan que durante  la  incubación 
ocurre  también el  crecimiento de otras especies de microorganismos. En especial  se observa  la 
aparición  de microorganismos  del  género  Clostridium  dentro  del  cual  se  ubican  bacterias  que 
pueden causar enfermedades en el ser humano, como Clostridium botulinum, Clostridium difficile 
y  Clostridium  perfringens  y  el  aumento  en  el número de  células de  coliformes  totales que  son 
indicadoras de contaminación en aguas y alimentos. Los mohos y levaduras no fueron evaluados, 
pero debido al gran número de microorganismos mesófilos aerobios totales que se encontró (>104 
UFC/g) cabe esperar que también se hayan aumentado.  
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Es importante anotar que las bacterias del género Clostridium han sido asociadas previamente con 
contaminación en productos apícolas como  la miel  (Tanzi y Gabay, 2002) y su aparición en este 
caso indica claramente la necesidad de aplicar procesos de adecuación de la materia prima.  
Tabla 14. Indicadores microbiológicos de los productos de los ensayos sin tratamiento térmico 
Ensayo  Clostridium
(UFC/g) 
Salmonella 
spp. 
Mesófilos 
aerobios
(UFC/g)  
Staphylococcus 
(UFC/g) 
Coliformes 
totales 
polen seco 
(sin moler) 
sin adición 
de miel  10  Ausente  >10
4  <1  6 
con adición 
de miel  3  Ausente  >10
4  <1  0 
polen 
húmedo 
sin adición 
de miel  <1  Ausente  >10
4  <1  15 
con adición 
de miel  5  Ausente  >10
4  <1  3 
 
Con respecto a  la apariencia global de  las muestras hubo cambios notables durante el tiempo de 
incubación.  Las muestras de  los ensayos  con polen  seco molido  y  sin moler  (con  y  sin miel)  se 
tornaron más  fluidas  a medida  que  transcurre  el  tiempo  y  su  apariencia más  homogénea,  su 
aroma  fue en  todos  los casos agradable, característico del polen, pero con el desarrollo de una 
nota  alcohólica  de  fermentación  con  levaduras;  a  las  72  horas  los  signos  de  fermentación 
alcohólica son más visibles: fue posible observar la aparición de colonias, posiblemente de mohos 
o  levaduras,  y  ocurrió  una  expansión  del  sustrato  con  liberación  de  gas  al  ser  abiertos  los 
recipientes. Las muestras de los ensayos con polen húmedo (con y sin miel) presentaron cambios 
similares  en  la  apariencia,  pero  de  manera  más  intensa  y  se  observó  adicionalmente  una 
separación  de  fases,  indicando  una mayor  actividad microbiológica,  debido  a  su mayor  carga 
original; esto sumado a que en el polen húmedo se aprecian impurezas como residuos de material 
vegetal  externo,  partes  de  insectos,  etc.,  puesto  que  es  un  producto  no  sometido  a  procesos 
previos de  limpieza, muestran que no es conveniente su uso como materia prima para un proceso 
de fermentación.  
Estos resultados permitieron establecer que no es viable desde el punto de vista de  la  inocuidad 
llevar  a  cabo  un  proceso  para  la  fabricación  de  un  producto  alimenticio  a  partir  de  polen  sin 
someterlo antes a procesos previos de adecuación, en especial si está  involucrada una etapa de 
incubación a temperaturas aptas para el desarrollo de microorganismos. La adición de BAL no es 
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suficiente para detener  la proliferación de otro  tipo de microorganismos presentes en el polen. 
Fue posible también concluir que no hay una ventaja sensible en reducir el tamaño de los pellets 
por medio de un proceso de molienda y que para el microorganismo utilizado  (L. acidophilus)  la 
adición de miel  como parte de  la  formulación del  sustrato disminuye  su  viabilidad  a  través del 
tiempo.  
En una etapa  siguiente del  trabajo,  se estudió  la aplicación de  tratamientos  térmicos como una 
alternativa para la adecuación de la materia prima. 
4.3.   ESTUDIO DE LOS TRATAMIENTOS TÉRMICOS 
La  caracterización  de  la materia  prima muestra  que  las  cargas microbiológicas  iniciales  de  los 
pólenes  son  altas  y  que  durante  el  proceso  de  incubación  de  polen  con  la  actividad  acuosa 
ajustada  proliferan  microorganismos  presentes  originalmente  en  éste,  incluyendo  especies 
potencialmente  patogénicas,  aunque  se  adicionen  inóculos  de  BAL,  y  por  lo  tanto  resulta 
inadecuado  inducir  una  fermentación  láctica  en  este  tipo  de  matrices  sin  que  sean  tratadas 
previamente  para  reducir  su  carga  inicial;  por  esta  razón  fue  necesario  explorar  el  empleo  de 
tratamientos  térmicos  como  una  opción  para  adecuar  la  materia  prima,  previamente  a  los 
procesos de fermentación.  
Se probaron diferentes  tratamientos  térmicos,  tres  tratamientos análogos a pasteurizaciones de 
diferentes  tipos:  suave  (70°C  por  15 minutos),  y  fuerte  (80°C  por  30 minutos  y  90°C  por  15 
minutos)  y  tres  tratamientos  térmicos  típicos  de  productos  enlatados  (121°C  por  5,  15  y  30 
minutos), para luego analizar su efecto sobre algunas características que se pueden modificar (de 
manera deseable o indeseable) por el empleo de estos tratamientos y de este modo encontrar un 
tratamiento adecuado en términos de las variables estudiadas.  
Los  tratamientos  tipo pasteurización  (70°C/15 min; 80°C/30 min; 90°C/15 min) se  realizaron por 
medio de la aplicación de calor, en un horno con circulación forzada de aire (ver numeral 3.5.3.1.), 
a recipientes de vidrio conteniendo el sustrato polen:agua, y  los tiempos fueron contabilizados a 
partir del momento en que todo el sustrato hubo alcanzado la temperatura del ensayo, que para 
el ensayo a 70°C  fue de aproximadamente 110 min, para el ensayo a 80°C de 120 min y para el 
ensayo a 90°C de 135 min.  
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Los tratamientos tipo esterilización se llevaron a cabo por aplicación de calor en un autoclave que 
permite alcanzar una  temperatura de 121°C  (a una presión de 15 psi) en  aproximadamente 20 
minutos, momento a partir del cual fue iniciada la contabilización del tiempo de los ensayos (5, 15 
y  30 min)  a  recipientes  de  vidrio  con  el  sustrato  polen:agua  y  con  sólo  polen  para  evaluar  la 
diferencia entre aplicar estos tratamientos térmicos antes o después del proceso de formulación 
con agua. 
El efecto de  los  tratamientos  térmicos  se evaluó en varios aspectos:  la  reducción en  los grupos 
indicadores de calidad microbiológica, el cambio de  la capacidad antioxidante, y el cambio en el 
perfil  de  ácidos  grasos.  Para  los  tratamientos  70°C/15 min,  80°C/30 min  y  90°C/15 min  estas 
variables  fueron  medidas  inmediatamente  después  de  su  aplicación,  a  diferencia  de  los 
tratamientos tipo esterilización para  los cuales fueron medidas después de una  incubación de 72 
horas a 35°C (para simular las condiciones de los ensayos de fermentación).  
4.3.1.  Efecto de los tratamientos térmicos sobre la calidad microbiológica 
En la Tabla 15  se muestra el efecto de los tratamientos térmicos sobre los principales aspectos de 
la  calidad  microbiológica:  la  cantidad  de  células  de  microorganismos  mesófilos  aerobios,  los 
coliformes totales y fecales,  los mohos y levaduras y la presencia de algunos posibles patógenos: 
Staphylococcus, Clostridium y  Salmonella. Estos son grupos de microorganismos que sirven como 
indicadores  de contaminación aunque no todos constituyan una amenaza directa para la salud 
Los  resultados muestra  que  los  tratamientos  térmicos  de  70  y  80°C    no  son  suficientes  para 
disminuir de manera efectiva  la cantidad de mesófilos y de coliformes   y  levaduras; esto se debe 
en parte a que el proceso de calentamiento no se da de manera uniforme debido a que se trata de 
un material sólido (por ejemplo para el tratamiento de 70°C la totalidad de la mezcla alcanza este 
valor  en más de una hora  y para  90°C más de dos horas)  y mientras  las partes  cercanas  a  las 
paredes del  recipiente  se  calientan  rápidamente, en el  seno de  la mezcla  se generan, al menos 
momentáneamente,  temperaturas  que  incluso  favorecen  la  proliferación  de  microorganismos 
mesófilos y termófilos hasta un punto en que se puede aumentar la carga a niveles que luego son 
difíciles  de  disminuir;    en  el  tratamiento  de  90°C  se  logran  disminuir  todos  los  indicadores  de 
contaminación,  sin  embargo  se  observa  aún  un  número  considerablemente  alto  de 
microorganismos mesófilos; el hecho de que esto ocurra a pesar de que 80‐90°C e  incluso 70°C 
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son  temperaturas  letales para  los mesófilos    indica que  la  complejidad estructural de  la matriz 
puede crear un tipo de  ambiente de protección y que la temperatura en realidad no se alcanza de 
manera uniforme en  la  integridad de  la mezcla. Estos tratamientos son por  lo tanto  insuficientes 
para  reducir  la  carga microbiana  inicial  de modo  satisfactorio,  al menos  para  el  tipo  de  polen 
analizado, especialmente  teniendo en cuenta que  la mezcla al ser sometida a  incubación a 35°C 
por un período de tres días demostró tener presencia de Clostridium que es un microorganismo 
esporulador y que por lo tanto puede reaparecer en el alimento luego de que es sometido a estas 
temperaturas.  
Tabla 15. Efecto de los tratamientos térmicos sobre algunos indicadores de la calidad 
microbiológica 
Tratamiento 
Mesófilos  
Aerobios 
 (UFC/g) 
Coliformes 
 totales  
(NMP/g) 
Coliformes  
fecales  
(NMP/g) 
Staphylococcus 
(UFC/g) 
Clostridium 
 (UFC/g) 
Salmonella 
 (+/‐) 
Mohos 
(UFC/g) 
Levaduras 
(UFC/g) 
Sin  
tratamiento  7000  8  3  <1  <1  Negativa  1000  1000 
70°C/ 
15 min 
(polen:agua)* 
3600  23  0  <1  <1  Negativa  <1  40 
80°C/ 
30 min 
(polen:agua)* 
1800  93  0  <1  <1  Negativa  <1  40 
90°C/ 
15 min 
(polen:agua)* 
700  0  0  <1  <1  Negativa  <1  <1 
121°C/ 
5 min 
 (polen seco)** 
100  3,6  0  <1  <1  Negativa  <1  <1 
121°C/ 
5 min 
(polen:agua)** 
<10  0  0  <1  <1  Negativa  <1  <1 
121°C/ 
15 min 
(polen seco)** 
<1  0  0  <1  <1  Negativa  <1  <1 
121°C/ 
15 min 
(polen:agua)** 
<1  0  0  <1  <1  Negativa  <1  <1 
121°C/ 
30 min 
(polen seco)** 
<1  0  0  <1  <1  Negativa  <1  <1 
121°C/ 
30 min 
(polen:agua)** 
<1  0  0  <1  <1  Negativa  <1  <1 
* Los análisis microbiológicos de estos ensayos se realizaron inmediatamente después de la aplicación del tratamiento 
térmico. 
** Los análisis microbiológicos de estos ensayos se realizaron luego de 72 h a 35°C posteriores a la aplicación del 
tratamiento térmico 
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Por otra parte  los  tratamientos de 121°C  reducen hasta niveles prácticamente  indetectables  los 
indicadores evaluados excepto para el tratamiento de 5 minutos en polen sin adición de agua,  lo 
cual  muestra  que  este  tiempo  no  es  suficiente.  Desde  el  punto  de  vista  microbiológico  un 
tratamiento  de  121°C  por  15 minutos  es  suficiente  para  adecuar  la mezcla  de  polen:agua  en 
función de su uso como sustrato para una  fermentación en  fase sólida. Esto es de esperarse ya 
que la intensidad de este tratamiento corresponde a la de una esterilización comercial.  
4.3.2.  Efecto de los tratamientos térmicos sobre la capacidad antioxidante 
Como ha sido mencionado antes en relación con la medición de esta característica en las materia 
primas y el pan de abejas (numeral 4.1.) la capacidad antioxidante se midió a través de la técnica 
del DPPH en la cual se calcula la concentración media inhibitoria IC50 que es la cantidad de muestra 
que  se  requiere para  reducir  la concentración de una  solución del  radical  libre •DPPH  (2‐difenil 
picrilhidracil)  a  la mitad  de  su  valor  inicial  (se  expresa  por  lo  tanto  en mg  de muestra/ml  de 
solución  de  DPPH).  Éste  valor  es  un  estimativo  químico  de  la  capacidad  antioxidante  de  un 
alimento evaluada a través de su actividad anti‐radical, y sirve como un indicador de la presencia y 
concentración  global  de  compuestos  químicos  que  son  agentes  antioxidantes  biológicamente 
activos  (Magalhães et al, 2008).   
Entre menor es el valor de IC50 mayor la actividad antioxidante del alimento, puesto que significa 
que se necesita menos cantidad para lograr el mismo efecto anti‐radical.  
En  la figura 13 se muestra el cambio en  la actividad antioxidante de  las muestras. Los resultados 
muestran que esta propiedad aumenta  ligeramente al ser sometida  la mezcla a  los tratamientos 
térmicos de 70 y 80°C y  luego disminuye al  someterla a procesos de más alta  temperatura, en 
particular cuando el tratamiento es aplicado sobre polen seco. 
El  calentamiento  a  estas  temperaturas  de  las  matrices  alimentarias,  dependiendo  de  la 
complejidad de su composición, produce varios cambios químicos que pueden afectar la actividad 
antioxidante, uno es la pérdida de algunas de las sustancias que tienen poder de atrapamiento de 
radicales (como tocoferoles y vitamina D) principalmente por reacciones oxidativas lo cual tiene un 
efecto sobre  la actividad antioxidante global, y otro es  la  formación de compuestos que pueden 
contribuir a un aumento en esta propiedad, como es el caso de algunos aminoácidos y productos 
de  las reacciones de Maillard (como  los residuos histidina‐azúcares reductores) (Yilmaz y Toledo, 
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cumple  una  función  conservadora  de  la  actividad  antioxidante  y  puede  deberse  a  que  esta 
participa en  las  reacciones de hidrólisis  conducentes a  la  liberación de aminoácidos    con poder 
antioxidante  y  a  un  posible  efecto  “aislante”  que  disminuiría  la  ocurrencia  de  reacciones 
oxidativas. Por este motivo, y debido a que  la aplicación del  tratamiento  térmico al polen  seco 
implica  una  mayor  manipulación  posterior,  se  encontró  que  es  mejor  realizar  el  proceso  de 
calentamiento a la mezcla polen:agua. 
Cabe anotar que los cambios en la actividad antioxidante no son drásticos, sugiriendo con base en 
estos resultados que desde este punto de vista, cualquiera de  los  tratamientos   menos  intensos 
que el de 121°C/30 minutos se podría emplear, en particular aquellos a menor temperatura, y que 
es más  conveniente  hacerlo  sobre  la mezcla  de  fermentación  ya  formulada,  es  decir  sobre  la 
mezcla polen:agua. 
4.3.3.  Efecto de los tratamientos térmicos sobre el perfil de ácidos grasos 
En la Tabla 16 se muestra el efecto de los tratamientos térmicos sobre la concentración de algunos 
de los ácidos grasos presentes en la fracción grasa del polen, analizada a través de cromatografía 
de gases.  
Se encontró que en general  los tratamientos térmicos tipo pasteurización (70°C/15 min, 80°C/30 
min y 90°C/15 min) aumentan  la concentración de  todos  los ácidos grasos  respecto al polen sin 
tratar,  pero  no  afectan  sensiblemente  el  perfil,  excepto  en  el  caso  de  los  ácidos  palmítico  y 
linolénico para los cuales el aumento es más notorio, especialmente con el tratamiento a 70°C/15 
min.  
Con  respecto  a  los  tratamientos  tipo  esterilización  (121°C/15  y  30 min)  se  observa  que  estos 
ocasionan  un  aumento  en  la  concentración  de  todos  los  ácidos  grasos,  en  particular  en  el 
tratamiento 121°C/15 minutos en polen seco. Este efecto de aumento (observado también en los 
demás  tratamientos  térmicos), puede deberse en parte a que  la aplicación de calor al polen en 
estas condiciones conlleva a una hidrólisis parcial de los ésteres con un cosecuente aumento en la  
disponibilidad de los ácidos grasos para ser extraídos como parte del proceso de derivatización. 
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Para  los tratamientos a 121°C tanto con adición de agua como sin ella, se observa que un mayor 
tiempo  implica  una  baja  en  la  concentración  de  todos  los  ácidos  grasos  cuantificados  que  se 
muestran en la tabla 16. 
En  estos mismos  tratamientos,  la  presencia  del  agua  adicionada  causa  una  disminución  en  la 
concentración de ácido  linolénico con respecto al polen sin tratar (entre un 30 y un 40%)  lo cual 
indica que a 121°C el agua  induce por ejemplo reacciones de saturación de sus dobles enlaces o 
reacciones  de  hidrólisis.  Con  el  ácido  palmítico  ocurre  algo  similar,  sin  embargo  en  este  caso, 
debido a que el palmítico no tiene insaturaciones se espera que la pérdida de este ácido se deba a 
reacciones de hidrólisis.  
Al  comparar  la  proporción  relativa  de  cada  ácido  graso  respecto  a  los  demás  ácidos  grasos 
cuantificados, se encuentra que los tratamientos tipo pasteurización no causan en realidad ningún 
efecto mientras que a 121°C se ocasiona una baja en la proporción de ácido linolénico (omega 3) y 
en  menor  grado  del  ácido  linoleico  (omega  6)  acompañada  de  un  aumento  en  la  de  ácido 
esteárico, lo cual es levemente más acentuado en los tratamientos que se hicieron con adición de 
agua; esto se debe a  la ya mencionada saturación de  los dobles enlaces que  se presenta a esta 
temperatura. También se encuentra que la disminución de la proporción de ácido palmítico no es 
relevante y en cambio ocurre un aumento en la proporción de ácidos grasos más complejos como 
el  araquídico y el cis‐11,14‐eicosadienoico (ver cromatogramas en el Anexo 03). 
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Tabla 16. Efecto de los tratamientos térmicos sobre la concentración de algunos ácidos grasos (expresada en g/100 g grasa)* 
*La escala de color es independiente para cada ácido graso. Un tono más oscuro indica una mayor concentración y uno más claro una menor concentración 
 
Tratamiento
Ácido 
Caproico 
Ácido
Caprílico 
Ácido
Cáprico 
Ácido 
Láurico 
Ácido 
Mirístico 
Ácido      
cis‐10  
Penta‐
decanoico 
Ácido 
Palmítico  
Ácido      
cis‐10      
Hepta‐
decenoico 
Ácido 
Esteárico 
Ácido 
Oléico 
Ácido 
Linoleico 
Ácido
Linolénico 
Sin tratamiento    
0,36 1,89 1,73 3,21 1,28 0,16 7,52 0,62 1,82 2,89 5,44 19,50
70°C/15 min      
(polen:agua)
0,42 2,16 1,91 4,09 1,57 0,23 11,51 0,65 2,14 3,86 7,74 28,54
80°C/30 min        
(polen:agua)
0,39 2,13 1,94 3,23 1,29 0,21 9,30 0,71 1,88 3,27 6,33 23,89
90°C/15 min        
(polen:agua)
0,44 2,36 2,13 3,97 1,61 0,21 9,33 0,78 2,30 3,82 6,76 24,10
121°C/15 min      
(polen seco) 0,43 2,98 2,85 4,44 2,75 0,38 10,22 1,09 5,40 5,83 8,32 20,11
121°C/15 min      
(polen:agua)
0,37 3,34 2,35 4,02 2,33 0,31 7,22 0,90 4,14 3,97 6,34 13,13
121°C/30 min      
(polen seco) 0,35 2,54 2,28 2,84 2,29 0,24 10,40 0,91 4,11 3,78 6,50 21,71
121°C/30 min      
(polen:agua)
0,36 2,48 2,36 3,54 1,73 0,24 5,59 0,85 3,02 2,54 5,10 11,78
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Desde el punto de vista del perfil de ácidos grasos, se halló que los tratamientos térmicos a 70, 80 
y  90°C  no  afectan  sensiblemente  la  calidad  del  sustrato  y  los  tratamientos  térmicos  a  121°C 
ocasionan  una  disminución  relativa  de  la  concentración  de  algunos  ácidos  grasos  omega 
insaturados como el linolénico y el linoleico, debido a la pérdida de algunas de sus insaturaciones, 
y un aumento en la concentración de ácidos actividades biológicas como el araquidónico y el cis‐
11,14‐eicosadienoico, especialmente si se realiza con  la adición de agua; el primer efecto puede 
considerarse como negativo para la calidad del sustrato y el último como un efecto positivo. 
Al analizar el efecto combinado de los tratamientos térmicos sobre los tres aspectos estudiados, se 
encuentra que dadas las características de la matriz una opción viable para la adecuación del polen 
como  sustrato para un proceso de  fermentación es  la esterilización a 121°C por 15 minutos, ya 
que, a diferencia de  los tratamientos de menor  intensidad, con éste se  logra disminuir de modo 
efectivo la carga microbiológica inicial hasta valores seguros desde el punto de vista alimentario y 
con  efectos  menos  severos  que  el  tratamiento  a  121°C/30  minutos  sobre  la  capacidad 
antioxidante y el perfil de ácidos grasos. Adicionalmente este proceso tiene  la ventaja de que, al 
ser  realizado  en  un  autoclave  con  aplicación  de  calor  húmedo,  implica  un menor  tiempo  y  la 
posibilidad de trabajar volúmenes mayores.  
Se  encontró  que  es  conveniente  aplicar  este  tratamiento  a  una matriz  de  polen  previamente 
formulada  con agua, ya que aplicarlo antes de  la  re‐hidratación del polen  conlleva una pérdida 
mayor de la actividad antioxidante e involucra la inclusión de una etapa crítica en la cual existe el 
riesgo de una nueva contaminación microbiológica.  
Los tratamientos térmicos en alimentos en general, promueven la pérdida de la digestibilidad de la 
proteína cuando es evaluada in vitro debido principalmente a una disminución de su solubilidad a 
causa  de  desnaturalización  por  el  efecto  de  la  temperatura  sobre  la  estructura  terciaria,  a  la 
hidrólisis  no  enzimática  y  cuando  hay  azúcares  reductores  presentes,  a  la  inducción  de  la 
glucosidación de los aminoácidos de las proteínas, es decir, a las reacciones de Maillard. Con el fin 
de  valorar  este  efecto  en  el  polen,  se  evaluó  la  digestibilidad  en  pepsina  antes  y  después  del 
tratamiento  térmico,  encontrando  que  para  el  polen  seco  la  digestibilidad  de  la  proteína  en 
pepsina es de 72,2%, para el polen tratado térmicamente es de 59,3%  (ver Anexo 04)  indicando 
una  pérdida  de  alrededor  del  15%  en  este  indicador.  Esto  ocurre  también  en  otras matrices 
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alimentarias como la leche y el huevo, en las cuales como en este caso, a pesar de este cambio, es 
necesario aplicar tratamientos térmicos debido al alto riesgo de contaminación microbiológica. 
En la figura que se muestra a continuación se observa cómo el tratamiento térmico (121°C/15 min) 
altera de forma notable la estructura del polen. En la fotografía se puede apreciar una hinchazón 
del grano de polen y un aumento de la exposición del material interno del polen hacia el exterior, 
esto  sería  un  aspecto  positivo  del  tratamiento  térmico  ya  que  puede  favorecer  el 
aprovechamiento  de  los  nutrientes  del  polen  como  sustrato  de  un  proceso  de  fermentación  y 
como alimento en un proceso digestivo. 
Por  lo  tanto  para  la  realización  de  los  ensayos  sucesivos  en  este  trabajo  se  seleccionó  un 
tratamiento  térmico de 121°C/15 min  sobre el polen previamente  formulado  con agua, para  la 
adecuación del sustrato de fermentación. 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Efecto del tratamiento térmico 121°C/15 min sobre la estructura de un grano de polen 
evaluado con microscopía electrónica de barrido (aumento x 1000). Sin tratar (izq.) y tratado 
(der.) 
 
4.4.   EFECTO DE LA CANTIDAD DE INÓCULO 
Luego de haber definido el pre‐tratamiento más adecuado para  la materia prima, se estudiaron 
varios  de  los  aspectos más  relevantes  que  pueden  afectar  al  proceso  de  fermentación  en  fase 
sólida de polen apícola. El primero de estos aspectos fue la cantidad de inóculo bacteriano que se 
debe adicionar a la materia prima con el fin de lograr la inducción de un proceso de fermentación 
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a un costo  razonable y con una viabilidad de  células que permita conservar  su potencial efecto 
probiótico.  
La importancia de esta variable radica en que un valor de inóculo demasiado bajo puede ocasionar 
que el microorganismo  (o microorganismos) con el cual se desea  llevar a cabo el bioproceso no 
logre una adaptación efectiva al sustrato ni inducir tal proceso, y un valor demasiado alto resulta 
en un costo innecesariamente elevado.  
Para  evaluar  el  efecto  de  la  cantidad  de  cultivo  utilizado  se  realizaron  ensayos  inoculando 
cantidades distintas del mismo. Se utilizaron  tres niveles de  inóculo del cultivo YOMIX®: 2,4x109 
UFC/g, 4,9x108 UFC/g y 7,4x107 UFC/g y tres niveles de  inóculo del cultivo L. acidophilus: 2,5x109 
UFC/g,  4,5x108  UFC/g  y  1,6x107  UFC/g,  y  se  hizo  un  seguimiento  cada  24  horas  al  pH  y  la 
producción de acidez. 
En la figura 15 se muestra la evolución del pH y la producción de acidez durante el tiempo de los 
ensayos. En primer  lugar se observa cómo, a diferencia de  los ensayos realizados sin tratamiento 
térmico del sustrato (figuras 9 a 11), el comportamiento de las variables medidas es el típico de un 
proceso de fermentación, con una etapa de aumento de la acidez y una disminución del pH en un 
período  inferior a  las 24 horas  seguida por una etapa de estabilización,  lo cual  indica que hubo 
actividad microbiana caracterizada por un crecimiento de  los microorganismo con una fase  lag o 
de adaptación y una  fase de  crecimiento exponencial  inferior a 24 horas  seguidas por una  fase 
estacionaria y probablemente una fase de muerte. 
Se observa que la mayor producción de acidez y el mayor descenso del pH se obtienen utilizando 
una  mayor  cantidad  de  inóculo,  para  ambos  cultivos.  A  las  24  horas  los  rendimientos  en 
producción de ácido de  los ensayos con L. acidophilus (expresados como gramos equivalentes de 
ácido  láctico producido por kilogramo de materia  seca de  sustrato)  fueron de 14,1 g/kg para el 
inóculo más  alto,  7,0  g/kg para  el  inóculo medio  y  3,0    g/kg para  el  inóculo más bajo.  Para  el 
YOMIX®  se observó un  comportamiento  similar con un  rendimiento de 5,9 g/kg para el  inóculo 
más alto, 3,8 g/kg para el inóculo medio y 2,9  g/kg para el inóculo más bajo.  
La productividad máxima  (expresada  como gramos equivalentes de ácido  láctico producido por 
kilogramo de materia seca de sustrato por hora) se obtuvo para todos los ensayos a las 24 horas, 
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siendo  de  de  0,59  g/kg*h  para  el  inóculo más  alto,  0,29  g/kg*h  para  el  inóculo medio  y  0,13  
g/kg*h para el inóculo más bajo, en el caso de L. acidophilus. Para el YOMIX® las productividades 
fueron de 0,25 g/kg*h para el inóculo más alto, 0,16 g/kg*h para el inóculo medio y 0,12  g/kg*h 
para el inóculo más bajo. 
 
 
Figura 15. Efecto de la cantidad de inóculo de L. acidophilus (a) y (a’), y YOMIX® (b) y (b’)  sobre 
el comportamiento del pH y la acidez producida (base seca) 
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Teniendo en  cuenta que  los  cultivos puros de YOMIX® y  L. acidophilus de  la  casa Danisco® que 
fueron empleados en  los experimentos,  tenían un  recuento  inicial de 1,6x1011 UFC/g y 1,8x1011 
UFC/g  respectivamente  y  considerando  los  rendimientos  obtenidos  y  un  precio  aproximado  de 
0,22 USD/g de cultivo puro, el costo estimado de producir 1 g de ácido láctico con el inóculo alto 
(2,5x109 UFC/g) de L. acidophilus, es de casi el triple de producirlo con el  inóculo medio (4,5x108 
UFC/g), es decir que el aumento en la productividad, en este caso, no compensa el aumento en el 
costo del cultivo. De igual modo ocurre para el YOMIX®. Este mismo costo es aún más bajo con el 
inóculo bajo, unas cinco veces menos que con el inóculo medio.  
Desde este punto de vista sería más conveniente el uso del inóculo bajo, es decir de cerca de 107 
UFC/g; sin embargo este valor de concentración inicial de células puede ser demasiado bajo ya que 
la  acidificación  que  causa  al medio  es muy  leve,  en  especial  en  el  caso  del  L.  acidophilus,  y 
adicionalmente  se  correría  el  riesgo  de  que  si  el  aumento  en  la  biomasa  del microorganismo 
durante  el proceso de  fermentación no  es  suficiente, durante  el  almacenamiento del producto 
terminado los conteos de BAL podrían caer a niveles que comprometerían el efecto probiótico del 
mismo, ya que para que un alimento  sea considerado probiótico debe proveer por medio de  la 
ingesta  diaria  de  su  porción  recomendada  entre  109  y  109  células  del microorganismo  activo 
(Ishibashi y Shimamur, 1993; Shah, 2000), y por  lo tanto es recomendable que el alimento tenga 
entre  107  y  108  UFC/g  en  especial  si  se  trata  de  un  alimento  con  una  porción  recomendada 
relativamente baja, como es el caso del polen.  
Un inóculo como el de nivel medio utilizado en este estudio (cerca de 108 UFC/g), parece ser más 
adecuado ya que  con éste  se obtiene un buen balance entre  la productividad/rendimiento y el 
costo, y adicionalmente  se podría esperar que proporcione un nivel  seguro de  recuento de BAL 
para la producción de un alimento con características probióticas. Por lo tanto para la realización 
de  los  ensayos  sucesivos  en  este  trabajo  se  optó  por  emplear  un  inóculo  de  alrededor  de  108 
UFC/g de sustrato. 
4.5.   COMPARACIÓN DE DISTINTOS CULTIVOS 
Existe una gran variedad disponible de cultivos comerciales de bacterias ácido  lácticas de cepas 
puras (de una sola especie) y de mezclas de distintas cepas,  los cuales son usados generalmente 
para  inducir  la  fermentación  ácido  láctica  en matrices  lácteas  con  el  fin  de  producir  alimentos 
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como yogurt, kumis, kéfir, quesos  (particularmente quesos madurados), etc. Su uso  se extiende 
también  a  matrices  de  origen  vegetal  como  ensilajes  de  forraje  para  alimentación  animal,  y 
también, aunque en menor grado, a  su uso en  la  fabricación de alimentos para humanos como 
sauerkraut, pepinillos  japoneses, e  incluso para  la  fabricación de cápsulas de cultivos puros para 
ser ingeridos directamente a modo de complemento de la dieta.   
Debido  a  que  la  industria  láctea  genera  la  demanda más  considerable  de  cultivos  de  BAL  la 
mayoría de los desarrollos de las casas productoras a nivel mundial como Danisco® o Chr. Hansen® 
han sido encaminados a  la producción de cepas con características probióticas, y en especial a  la 
selección de cepas capaces de ser exitosas en  términos de  la conservación de su viabilidad y de 
provocar procesos fermentativos en diversos sustratos de origen lácteo, en los cuales la principal 
fuente de  carbono es  la  lactosa, para  la producción de alimentos específicos. De este modo es 
posible  encontrar  en  el  mercado  cultivos  puros  (de  microorganismos  como  L.  acidophilus,  L. 
paracasei  subsp.  paracasei,  L.  brevis,  L.  bugaricus,  L.  casei,  L.  plantarum,  L.  rhamnosus,  L. 
salivarius,  L.  helveticus,  Bifidobacterium  breve,  B.  lactis,  Lactococcus  lactis,  Streptococcus 
thermophilus,  etc.)  y  también mezclas  de microorganismos  diseñadas  para  la  producción,  por 
ejemplo de  yogurt  (como  YOMIX®, que  es una mezcla de  S.  thermophilus,  L. delbrueckii  subsp. 
bulgaricus, L. acidophilus y B. lactis) o quesos madurados (como CHOOZIT®, que es una mezcla de 
S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. lactis y L. delbrueckii subsp. bulgaricus).   
Aunque  la mayoría de estos  cultivos han  sido diseñados para  su uso en matrices  lácteas,  se ha 
demostrado que pueden ser efectivos para la fermentación de sustratos más complejos de origen 
vegetal como bebida de soya (Benavides y Quicazán, 2009; Cuenca, 2005). 
En el presente trabajo se evaluó la efectividad de varios tipos de cultivos comerciales para inducir 
la fermentación del polen, para esto se agregó una cantidad de inóculo determinada de alrededor 
de 1x108 UFC/g de L. acidophilus, L. paracasei, YOMIX® y CHOOZIT® a mezclas de polen:agua (2:1) 
y  polen:agua:miel  (6:3:1)  en  ambos  casos  con  humedades  de  36%  ±  2%  previamente  tratadas 
térmicamente a 121°C por 15 minutos y se sometieron a incubación a 35°C ± 1°C por 72 horas bajo 
las mismas  condiciones. Todas  las muestras  se prepararon por duplicado. Se  tomaron muestras 
cada 24 horas para monitorear el pH, la producción de acidez y el número de células de BAL. 
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En la figura 16 se muestra cómo evoluciona la producción de acidez a lo largo del tiempo para los 
diferentes cultivos. En general  se observa  la  inducción de un  incremento en  la acidez  libre para 
todos los cultivos e incluso en el blanco (el cual consiste en una mezcla de sustrato en el cual no se 
inoculó ningún cultivo), excepto para el L. paracasei, en cuyo caso se registra un retroceso de  la 
acidez después de las 24 horas, incluso hasta niveles por debajo de la acidez del blanco y valores 
cercanos a la acidez inicial (figura 16(b)) en las matrices a las cuales se adicionó miel; una posible 
explicación de  este  comportamiento  relativamente  inusual  es que  los  ácidos orgánicos podrían 
estar siendo metabolizados en otros ácidos con menor capacidad acidificante, como es el caso de 
la  fermentación maloláctica,  común  en  vinos,  en  la  cual  algunos  lactobacilos,  entre  ellos  el  L. 
paracasei (du Plessis, 2004; Patarata et al, 2008), pueden metabolizar ácidos en otros ácidos con 
mayor  pKa,  causando  un  descenso  en  la  acidez;  sin  embargo  el  recuento  de  células  (tabla  18) 
muestra que de cualquier forma este microorganismo no tiene un crecimiento apreciable luego de 
las 24 horas, lo cual haría menos probable esta situación. 
El  L.  acidophilus  puro  es  el  microorganismo  que,  a  estas  condiciones,  causa  una  mayor 
acidificación en el sustrato, señalando que desde el  punto de vista de la acidez libre producida el 
L.  acidophilus  es  el  microorganismo  más  promisorio  para  inducir  la  fermentación  del  polen; 
aparentemente no existe diferencia para este microorganismo en cuanto al desarrollo de acidez 
en matrices de polen con y  sin miel; de hecho entre el blanco y  los demás cultivos no hay una 
diferencia  significativa,  lo  cual  sugiere  que  una  parte  de  la  acidificación  no  es  producto  del 
metabolismo microbiano  sino de  reacciones químicas espontáneas  como hidrólisis de proteínas 
conducentes  a  liberación  de  aminoácidos  de  carácter  ácido  o  de  grasas  con  la  consecuente 
liberación de ácidos grasos (inducidos por la temperatura), e incluso reacciones de oxidación. 
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Figura 16. Efecto del tipo de cultivo sobre la producción de acidez (base seca) en matrices de polen:agua (a) y polen:agua:miel (b) 
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Tabla 17. Valores promedio de pH a lo largo del tiempo para los ensayos con diferentes cultivos 
con y sin adición de miel 
 
*La escala de color es independiente para cada ensayo. Un tono más oscuro indica un mayor valor de pH y uno más 
claro un menor valor de pH 
En particular en mezclas con miel,  las curvas de aumento de acidez en el blanco y en  los cultivos 
mixtos YOMIX® y CHOOZIT® son prácticamente indistinguibles. No hubo una diferencia notable en 
el aumento de  la acidez en el tiempo para el L. acidophilus entre mezclas con o sin miel. Para el 
YOMIX® y CHOOZIT® parece ser mejor, desde el punto de vista de acidez producida; esto podría 
explicarse  teniendo  en  cuenta  que  la  cantidad  de  azúcares  simples  en  las mezclas  con miel  es 
alrededor de 5g/100g  superior  a  la de  aquellas  sin miel    lo  cual podría  crear unas  condiciones 
osmóticas más adversas para  las bacterias  y por  lo  tanto una desventaja para  su adaptación al 
medio. El hecho de que el L. acidophilus puro haya inducido una mayor acidificación del medio que 
el YOMIX® que también contiene L. acidophilus señala que en este medio no se presenta un efecto 
sinérgico entre esta especie y S. thermophilus, L. bulgaricus, y B. lactis y en cambio estas especies 
causan una “dilución” del efecto de la primera.   
En  términos de  la disminución del pH, como  se muestra en  la  tabla 17,  los cambios  son menos 
notables  (<0,2  unidades)  y  su  comportamiento  se  correlaciona  con  el  de  la  acidez  de manera 
global,  sin  embargo no  se observan  las diferencias  entre  cultivos que  se observan  en  la  acidez 
producida. El pH  inicial no es  igual para  todos  los experimentos  (al  igual que con  la acidez  libre 
inicial Ai, que varió entre 240 y 277 meq/kg en base seca), lo  cual demuestra que la materia prima 
no  es  completamente  homogénea  y  por  lo  tanto  es  un  factor  de  variabilidad  para  los 
experimentos. Es importante observar que el comportamiento del pH en el blanco también es de 
L. acidophilus L. paracasei YOMIX®  CHOOZIT®  Blanco
0 4,596 4,564 4,564 4,413 4,413
24 4,528 4,544 4,404 4,391 4,417
48 4,502 4,504 4,380 4,378 4,399
72 4,479 4,496 4,389 4,370 4,387
0 4,537 4,544 4,554 4,405 4,359
24 4,521 4,516 4,397 4,396 4,302
48 4,498 4,486 4,354 4,390 4,321
72 4,497 4,500 4,381 4,374 4,313
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disminución  lo  cual  indica,  como  en  el  caso de  la  acidez, que  parte del  cambio que  sufre  esta 
propiedad no es causado por el metabolismo de  las BAL, es decir que no es producto solamente 
de  un  proceso  fermentativo  sino  también  de  cambios  químicos  inducidos  sobre  el  sustrato 
probablemente por  la presencia de humedad y oxígeno; a diferencia de  la acidez en  la cual sí se 
nota una diferencia significativa entre algunos cultivos y el blanco y entre cultivos entre sí, en el 
pH este cambio es menos significativo. 
Tabla 18. Valores promedio de logaritmo en base 10 del número de UFC de BAL por gramo de 
sustrato a través del tiempo para diferentes cultivos con y sin adición de miel 
 
*La escala de color es independiente para cada ensayo. Un tono más oscuro indica un mayor valor de log (UFC/g de BAL) 
y uno más claro un menor valor de esta variable 
 
El cambio en el pH es un indicador menos adecuado para el seguimiento de una reacción de este 
tipo  en  este  sustrato  debido  a  la  alta  complejidad  de  su  composición  que  involucra  una  gran 
diversidad  de  especies  químicas  como  sales minerales  y  orgánicas,  ácidos  orgánicos,  etc.,  que 
además de sufrir cambios debido al metabolismo bacteriano, son capaces de generar equilibrios 
químicos que conllevan a la formación de buffers complejos los cuales imposibilitan correlacionar 
directamente  la  lectura de pH con el aumento de  la concentración de ácidos en el medio, y en 
efecto como se observa en  la tabla 17 se requiere de un  instrumento con alta precisión (<0,001) 
para poder medir el cambio de esta propiedad bajo estas condiciones. 
En la tabla 18 se muestran los recuentos de bacterias ácido‐lácticas para los diferentes tiempos del 
experimento. De acuerdo con estos resultados el cultivo que mejor se adaptó al medio  fue el L. 
L. acidophilus L. paracasei YOMIX®  CHOOZIT®  Blanco
0 8,3 8,2 8,2 8,1 <2
24 10,4 6 7,3 <4 <2
48 9,7 5,7 5,3 <4 <2
72 4,4 5,5 <4 <4 <2
0 8,4 8,2 8,2 8,1 ‐
24 <7 <4 5,8 <4 ‐
48 <7 <4 5,1 <4 ‐
72 <2 <4 <4 ‐ ‐
Tiempo (h) Cultivo
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acidophilus puro, especialmente en el medio sin adición de miel, en el cual la bacteria creció hasta 
niveles superiores a 1010 UFC/g. En los demás casos no parece haber un crecimiento y en cambio 
luego de 24 horas se observa un descenso significativo lo cual indica que no hubo una adaptación 
exitosa de estas bacterias  (o mezclas de bacterias) al medio, o bien, que ocurrió en un período 
inferior a las 24 horas. Esto coincide con el hecho de que el L. acidophilus es una de las especies de 
BAL  con mayor  resistencia  a  condiciones  de  alta  acidez,  que  es  el  caso  de  la mezcla  de  polen 
empleada como sustrato, cuyo valor inicial de pH es bastante bajo (4,6‐4,4)  y se encuentra en las 
condiciones límite de condiciones aceptables para el crecimiento de las BAL (Bergey’s, 1992). 
Al comparar los datos de la tabla 18 con la acidez, se observa que existe una correlación: en primer 
lugar, el cultivo que mayor acidificación causó en el medio fue el mismo con el mayor número de 
UFC/g  (L.  acidophilus)  y  en  segundo  lugar  en  todos  los  casos  la  adición  de  miel  parece  ser 
inconveniente para el  crecimiento bacteriano,  tanto en  términos del número de  células  viables 
como de acidez producida.  
Si  se  toma  el  aumento  de  la  acidez  como  indicador  directo  de  la  síntesis  de  un  metabolito 
primario,  la  curva  de  la  figura  16  indicaría  que  L.  acidophilus  tiene  una  fase  de  adaptación  o 
latencia (o fase lag) en un período inferior a las 24 horas y que la fase exponencial se da entre las 
24 horas y  las 48 horas para dar  lugar posteriormente a una fase estacionaria y  luego de muerte 
celular,  lo cual se refleja en el valor constante de  la acidez después de este tiempo. De acuerdo 
con  la  tabla  18  el  conteo  de  células  sugiere  un  comportamiento  cinético muy  similar,  aunque 
ligeramente  distinto:  en  el  sustrato  sin miel,  el  L.  acidophilus  a  las  24  horas  ya  parece  haber 
alcanzado su concentración máxima,  iniciando su fase estacionaria alrededor de  las 24 horas y  la 
fase de muerte entre las 48 horas y las 72 horas.  
Los resultados obtenidos indican que el cultivo de L. acidophilus puro, suministrado por Danisco®, 
tiene la capacidad de adaptarse a un sustrato consistente en polen apícola re‐hidratado, con y sin 
adición de miel, hasta una humedad cercana al 36% p/p, e inducir una fermentación en fase sólida 
a una temperatura cercana a  los 35°C, cuando se agrega un  inóculo  inicial de cerca de 108 UFC/g 
de sustrato, a diferencia de los demás cultivos comerciales ensayados, incluyendo YOMIX® (el cual 
también  contiene  L. acidophilus),  y por  lo  tanto es  la más promisoria para  la  fabricación de un 
alimento  fermentado de polen con características  funcionales. Esto se debe a  la capacidad de L. 
acidophilus de adaptarse a medios de relativamente alta acidez.  
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Cabe  mencionar  que  tanto  para  el  L.  acidophilus  como  para  la  mezcla  YOMIX®  la  curva  de 
producción o rendimiento del cultivo a través del tiempo cambió de manera notoria comparada 
con la obtenida en los ensayos de estudio del efecto del inóculo (figura 15); esto indica que existen 
condiciones  externas  que  inducen  una  variación  sensible  en  el  desempeño  de  los  cultivos  en 
términos de las variables estudiadas, una son los posibles cambios bioquímicos que puede sufrir el 
polen durante  su  almacenamiento  entre    ensayos  y  especialmente  su  acidificación  y otra  es  la 
deterioro de  la actividad de  los cultivos durante períodos superiores a 5 meses, especialmente si 
estos  han  sido  expuestos  (aún  por  períodos  cortos  y  de manera  controlada)  a  las  condiciones 
ambientales al ser abiertos para su uso. A pesar de estos cambios, el comportamiento global es 
comparable y típico de un proceso fermentativo. 
Es  generalmente  aceptado,  como  se  discutió  en  el  numeral  anterior,  aunque  con  poca 
investigación  relevante,  que  en  el  momento  de  consumo  un  alimento  debe  tener  una 
concentración mínima  de  107  UFC/g  de microorganismos  probióticos  para  ser  considerado  un 
alimento  con  esta  funcionalidad  y  que  se  deben  consumirse  un  mínimo  de  108  a  109 
microorganismos probióticos diariamente para obtener efectos benéficos. La Asociación de Leches 
Fermentadas y Bebidas Ácido Lácticas de Japón introdujo un estándar de mínimo 107 UFC/g para 
lácteos, y Shah (2000), entre otros, sugiere 106 UFC/g  pero recomienda 108 UFC/g para compensar 
la pérdida que  se da  en  el paso  a  través del  tracto digestivo. Desde  este punto de  vista,  sería 
posible obtener un producto probiótico de polen induciendo su fermentación en fase sólida con L. 
acidophilus  durante  24  horas  cuyo  consumo  diario  recomendado  sería  de  entre  1  y  10  g,  una 
cantidad baja, para proveer efectos terapéuticos. 
4.6.   EFECTO DE LA ADICIÓN DE ENZIMAS 
Debido a que el polen posee una capa exterior dura, de gran resistencia y que protege las células 
generativas  durante  el  proceso  de  polinización,  el  aprovechamiento  de  los  componentes  del 
sustrato por parte de las bacterias en el proceso de fermentación podría verse limitado en alguna 
medida debido a esta situación; una opción que se ha estudiado para mejorar el aprovechamiento 
del sustrato y de esta manera optimizar el proceso de  fermentación en ensilajes para alimentos 
animales,  especialmente  a  partir  de  forrajes,  ha  sido  el  empleo  de  enzimas  degradantes  de  la 
pared  celular,  como    celulasas,  hemicelulasas,  amilasas,  pectinasas,  entre  otras.  Estas  enzimas 
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hidrolizan las estructuras fibrosas complejas, particularmente de polisacáridos, que conforman las 
paredes celulares de ciertos  tejidos vegetales,  liberando azúcares que pueden ser aprovechados 
como  fuente  de  carbono  para  la  fermentación  por  parte  de  las  bacterias.  En  algunos  casos  la 
adición  de  cocktails  enzimáticos  ha  demostrado  tener  un  efecto  positivo  en  términos  de  las 
variables de monitoreo de la fermentación (acidez y pH) y de su digestibilidad, como en el caso del 
estudio  realizado por Weinberg et al  (2006) en el cual se evalúa  la aplicación de una mezcla de 
enzimas comerciales  (Celluclast® y Viscozyme®) en  la  fermentación de un ensilado, en el cual se 
encontró que  aunque  la  adición de  enzimas no  afectan de modo  significativo  en  ensilaje, para 
cierto tipo de sustratos,  la combinación de enzima e  inóculo puede mejorar  la digestibilidad y  la 
producción de ácido  láctico. Estudios como el de Sheperd   et al  (1995) en el cual se  indujo una 
fermentación  en  fase  sólida  con mezclas  comerciales  de  L.  plantarum  y  Pediococcus  cerevisiae 
para  la producción den un ensilado de alfalfa, muestran que no existe antagonismo entre BAL y 
enzimas  celulasas,  amilasas  y  pectinasas, mientras  que  otros  estudios  realizados  con  el mismo 
sustrato  por  Kung  et  al  (1991)  mostraron  que  las  mezclas  comerciales  de  L.  plantarum  y 
Pediococcus cerevisiae no mejoran  la fermentación cuando se combinan con mezclas de enzimas 
(en este caso se usó un complejo enzimático proveniente de Trichoderma reesei) degradantes de 
la pared celular.  
Se buscó evaluar el efecto de la adición de una enzima típicamente usada para la degradación de 
estructuras  rígidas  en matrices  alimentarias  de  origen  vegetal  como  parte  del  pre‐tratamiento. 
Para  esto  se  aplicó  la  enzima  Citrozym  Ultra®  (mezcla  comercial  de  pectinasas,  celulasas  y 
hemicelulasas provenientes de A. niger) en una concentración de 400 ppm en mezclas polen:agua  
previamente  tratadas  térmicamente  a  121°C  por  15 minutos,  de  36%  ±  1%  de  humedad  que 
fueron mantenidas  a  40°C  durante  60 minutos  y  fueron  luego  inoculadas  con  L.  acidophilus  e 
incubadas  a  35°C  por  48  horas.  Todas  las muestras  se  prepararon  por  triplicado.  Se  tomaron 
muestras cada 12 horas para monitorear el recuento de células de BAL, el pH y  la producción de 
acidez. 
En  la  figura  17  se muestra  la  evolución  de  la  acidez  producida  a  través  del  tiempo  para  los 
diferentes  ensayos.  Es  posible  observar  que  la  adición  de  las  enzimas  parece  tener  un  efecto 
levemente  positivo  en  términos  de  la  acidificación  del  sustrato  en  especial  una  vez  se  han 
alcanzado  las 24 horas, sin embargo este efecto no es significativo, y después de  las 24 horas,  la 
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media de la acidez producida en el ensayo sin enzimas es mayor que la obtenida con enzimas, por 
lo tanto la adición de la mezcla de enzimas utilizada no parece afectar la fermentación en términos 
del rendimiento en  la producción de acidez o  la productividad. Tampoco se observó un aumento 
sensible en la media de la producción de acidez de la enzima cuando no se adiciona L. acidophilus, 
es decir en el blanco, aunque sí una mayor dispersión de estos valores.  
 
Figura 17. Efecto de la adición de la mezcla comercial de enzimas Citrozym Ultra® sobre la 
producción de acidez (base seca) con L. acidophilus 
El comportamiento del pH (tabla 19) fue similar al de  los demás ensayos realizados previamente, 
con una disminución  rápida  las primeras 24 horas, seguida por una estabilización del valor para 
todos los ensayos; se encontró que después de las 24 horas los valores del pH para los ensayos de 
fermentación  (con  y  sin  enzimas)  no  difieren  significativamente  de  sus  respectivos  blancos, 
indicando que el descenso en el pH no se debe exclusivamente a la liberación de ácidos producto 
de la fermentación sino también a reacciones químicas entre los distintos componentes del polen.  
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Tabla 19. Valores promedio de pH a lo largo del tiempo para los ensayos con L. acidophilus con y 
sin adición de enzimas  
 
Aunque la figura 10 muestra que hay una producción de ácido de cerca de 70 meq/kg de materia 
seca para los ensayos realizados con y sin la adición de enzimas, los recuentos de microorganismos 
(tabla 20) mostraron que a las 12 horas el número de células viables de L. acidophilus por gramo 
de  sustrato  cayó  hasta  1,5  unidades  logarítimicas  en  el  caso  del  ensayo  de  fermentación  con 
adición de enzimas y 1,2 unidades logarítmicas en el que no se adicionaron enzimas. Esto muestra 
que no hubo una correlación directa entre la aparición de producto y el número de células viables 
a través del tiempo, reflejando una dinámica poblacional compleja en la que simultáneamente a la 
formación de productos, asociada usualmente con el crecimiento celular (Luedeking y Piret, 1959), 
ocurre  también  la muerte  de  parte  de  la  población  del  cultivo,  causado  posiblemente  por  la 
complejidad y heterogeneidad de  la composición del sustrato. Este mismo resultado se encontró 
para diferentes cultivos  incluyendo L. acidophilus en  los ensayos que se presentan en el numeral 
anterior (ver figura 16 y tabla 18).  Por otro lado el descenso en los recuentos de células, aunque 
ligeramente,  fue  menor  en  los  ensayos  sin  enzimas,  corroborando  la  ausencia  de  un  efecto 
sinérgico entre estas y la BAL en la fermentación de polen, a las condiciones del ensayo.  
Aunque  los  resultados  que  se  encontraron  en  este  estudio  sugieren  que  para  este  sistema 
sustrato:bacteria:enzimas  la  adición  de  estas  últimas  no  tiene  un  efecto  importante  sobre  las 
variables estudiadas, es conveniente ensayar otro tipo de enzimas con el fin de llegar a resultados 
más concluyente es este aspecto 
 
L. acidophilus  Blanco
0 4,467 4,434
12 4,376 4,400
24 4,360 4,382
36 4,356 4,370
48 4,363 4,388
0 4,522 4,413
12 4,380 ‐
24 4,383 4,417
36 4,426 ‐
48 4,389 4,399
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Tabla 20. Valores promedio de logaritmo en base 10 del número de UFC de BAL por gramo de 
sustrato a través del tiempo para L. acidophilus con y sin adición de enzimas 
 
. 
4.7.    FERMENTACIÓN CON L. acidophilus 
Se  llevó  a  cabo  realizó  un  experimento  con  el  fin  de  realizar  un  seguimiento más  detallado  al 
proceso de  fermentación en  términos de  los  cambios en el  sustrato,  la  síntesis de producto, el 
crecimiento bacteriano y el efecto del proceso sobre algunos indicadores del valor nutricional del 
producto. Para esto se inoculó con 108 UFC de L. acidophilus/g una mezcla de polen:agua (2:1) con 
una humedad de 36,9% ± 0,3% previamente  tratada  térmicamente a 121°C por 15 minutos y se 
sometió a incubación a 35°C ± 1°C por 36 horas. Todas las muestras se prepararon por triplicado. 
Se tomaron muestras cada 12 horas para monitorear el pH, la producción de acidez, el número de 
células de BAL, el perfil de azúcares y el perfil de ácidos orgánicos. Se midió al  inicio y final de  la 
reacción  el  %  de  proteína  soluble,  la  solubilidad  en  pepsina,  la  fibra  cruda,  y  se  realizaron 
fotografías con microscopía electrónica de barrido SEM. 
Para estos ensayos, se decidió emplear un polen nuevo como materia prima, proveniente también 
del  Altiplano  Cundiboyacense,  debido  a  que  el  polen  utilizado  en  los  experimentos  anteriores 
sufrió  una  acidificación  considerable  durante  el  tiempo  de  almacenamiento,  debido  a  su  carga 
microbiológica  inicial  (tabla 11) hasta un punto en que  los valores de acidez y pH  inicial podrían 
afectar  negativamente  la  capacidad  de  la  cepa  de  BAL  de  adaptarse  y  llevar  a  cabo  la 
fermentación. A continuación se muestran los resultados obtenidos en estos ensayos. 
log(UFC/g)
L. acidophilus 
0 8,3
12 6,8
24 6,2
36 5,4
48 4,0
0 8,4
12 7,2
24 6,3
36 5,5
48 4,3
Tiempo (h)
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4.7.1.    Comportamiento del pH y la acidez 
En  la figura 18 se muestra el comportamiento del pH y  la acidez titulable producida a través del 
tiempo. Se observa que   el comportamiento, como en  los casos anteriores, es el típico para una 
fermentación.  En  este  caso,  de  acuerdo  con  la  curva  de  producción  de  acidez,  la  fase  de 
adaptación y de  crecimiento exponencial  se daría antes de  las 12 horas, ya que el  cambio más 
significativo ocurre entre las 0 y 12 horas y prácticamente no hay cambio en las horas siguientes. 
Se observa un comportamiento de acidificación en el blanco, tal como se observó en  los ensayos 
preliminares, mostrando que al menos parte de la acidez producida no es a causa del metabolismo 
bacteriano.  
El  análisis  estadístico  corrobora  que  el  efecto  de  la  adición  del  cultivo  sobre  la  producción  de 
acidez es siginificativo por la interacción del cultivo y el tiempo (P<0,05) así como sucede con el pH 
(P<0,01) en el cual se encuentra una alta diferencia significativa.  
Se observa además que hay una alta correspondencia entre el pH y  la acidez, a diferencia de  lo 
que ocurrió en algunos ensayos preliminares, sugiriendo que esa situación se presentó debido a la 
acidificación  que  sufrió  el  polen  original  durante  su  almacenamiento  y  a  que  el  nuevo  polen 
utilizado  tenía un valor de pH considerablemente mayor y por  lo tanto representaría, desde ese 
punto de vista un medio más apto para el crecimiento celular de este tipo de microorganismos.  
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Figura 18. Comportamiento del pH y la acidez producida (en base seca) en la fermentación de 
polen con Lactobacillus acidophilus 
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4.7.2.   Comportamiento de los azúcares  
Con  el  fin  de  obtener  información  acerca  del  cambio  en  el  perfil  de  azúcares  del  polen,  en 
particular de  los azúcares  fermentables,  se  llevó a  cabo  la  cuantificación de  fructosa, glucosa  y 
sacarosa por medio de cromatografía líquida de alta eficiencia HPLC. En el Anexo 03 se muestran 
algunos cromatogramas  típicos de estas determinaciones. El  resultado del seguimiento de estos 
azúcares se muestra en la figura 19. 
Se  observa  que  tanto  la  fructosa  como  la  glucosa  disminuyen  su  concentración  a  través  del 
tiempo, tanto para  los blancos como para  las muestras de fermentación, sin embargo en el caso 
de los ensayos con adición de L. acidophilus se observa que esta disminución es significativamente 
mayor  para  ambos  azúcares,  lo  cual  es  señal  de  que  están  siendo  metabolizados  por  el 
microorganismo para  la producción de energía  a  través de  la  glucólisis  fermentativa. El  análisis 
estadístico demuestra que el efecto  combinado del  cultivo  y el  tiempo es  significativo  (P<0,05) 
sobre  la concentración de fructosa y altamente significativo para  la de glucosa (P<0,01). Hay una 
buena correspondencia entre el comportamiento de  la acidez con el consumo de estos azúcares 
puesto que  la mayor velocidad de consumo de estos azúcares se da entre 0 y 12 horas,  tiempo 
después del cual se observa una relativa estabilización, es decir una disminución en la velocidad de 
consumo de sustrato (fuente de carbono).  
El hecho de que exista un efecto  significativo del  tiempo  (independientemente de  la adición de 
cultivo) sobre la concentración de fructosa y glucosa, se debe a que éstos azúcares reaccionan con 
otros  componentes del polen;  se espera que  la  reacción más  importante que  se presente es  la 
gucosidación no enzimática de proteínas  (o aminoácidos o péptidos), esto es, reacciones de tipo 
Maillard , ya que las condiciones son propicias para tal fin: alta concentración de aminoácidos y de 
azúcares  reductores,  presencia  de  relativamente  bajas  concentraciones  de  agua  y  una 
temperatura media aplicada a la mezcla durante un tiempo del orden de días.   
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Figura 19. Comportamiento de la fructosa, glucosa y sacarosa en la fermentación de polen con L. 
acidophilus 
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La  sacarosa,  en  cambio,  tiene  un  comportamiento  marcadamente  distinto  al  de  los  demás 
azúcares; de hecho el análisis estadístico demostró que  la  interacción de  las variables  tiempo y 
adición  de  cultivo  y  ninguna  de  ellas  por  separado,  tienen  un  efecto  significativo  sobre  la 
concentración de glucosa o fructosa (ver Anexo 05), esto se debe a que la sacarosa no es un azúcar 
que las BAL metabolicen fácilmente cuando hay disponibilidad de otros azúcares más simples y a 
que,  al  ser  un  azúcar  no  reductor,  no  glucosida  fácilmente  las  proteínas  y  por  lo  tanto  no  se 
observa la desparición de este azúcar en el mismo nivel de la glucosa y la fructosa. 
Un comportamiento observado es que en el tiempo = 12 h, la sacarosa presenta un aumento en su 
concentración; una posibilidad es que  se deba a una posible degradación de carbohidratos más 
complejos cuya hidrólisis puede dar  lugar a  la  liberación de sacarosa como producto, como es el 
caso  de  oligosacáridos  como  la  rafinosa  (que  sin  embargo  no  fue  detectada  en  el  perfil  de 
azúcares) o de polisacáridos que hacen parte de la composición del polen.  
4.7.3.   Comportamiento de los ácidos orgánicos  
En  la  figura 20 se muestra  la curva de producción de ácido  láctico determinado por HPLC. En el 
Anexo 03 se muestran algunos cromatogramas típicos para esta determinación. Además de ácido 
láctico se encontraron varios ácidos más, cuya  identidad sin embargo no pudo establecerse con 
exactitud,  a  pesar  de  que  se  establecieron  curvas  patrón  para  ácido  oxálico,  cítrico,  málico, 
pirúvico, acético y ascórbico, que intervienen comúnmente en los ciclos metabólicos.  
Se encontró que en el sustrato, previamente al proceso de fermentación, aparece ácido láctico en 
una  concentración de  1,4  g/kg  (en base  seca);  esto demuestra  la  acción de  las bacterias  ácido 
lácticas presentes originalmente en el polen, bien sea por la microflora espontánea que induce la 
abeja o bien por contaminación ambiental.  
El  comportamiento  del  ácido  láctico  demuestra  que  la  acidificación  que  sufre  el  sustrato  es 
causada por la fermentación ácido láctica del L. acidophilus cuyo efecto combinado con el tiempo 
presenta  altas  diferencias  significativas  (P<0,01)  con  respecto  al  blanco  y  se  observa  una 
correspondencia con el comportamiento de  la acidez  titulable producida  (figura 18) en cuanto a 
que la mayor velocidad de producción ocurre entre 0 y las 12 h.  
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A las 12 horas se tiene un rendimiento de 19,0 g de ácido láctico/kg de materia seca (rendimiento 
con respecto a sustrato) y 0,07 g de ácido láctico/g de fructosa+glucosa (rendimiento con respecto 
a fuente de carbono), y una productividad de 0,16 g de ácido láctico/kg*h en base seca.  
En cuanto a la curva de crecimiento, se espera que la fase de adaptación haya terminado antes de 
las 12 horas, y por lo tanto en este caso la fermentación ocurre en un período inferior a 12 horas, 
lo cual es un tiempo relativamente corto, teniendo en cuenta que se trata de una fermentación en 
fase sólida cuya duración suele ser del orden de días. 
 
Figura 20. Comportamiento del ácido láctico en la fermentación de polen con L. acidophilus 
4.7.4.   Comportamiento de la viabilidad de células  
Esta  es una  variable  importante  ya que no  solamente brinda  información  acerca de  la  cinética 
poblacional sino que  también permite saber el  tiempo de duración del bioproceso con el  fin de 
lograr un cambio significativo en el sustrato conservando un recuento de BAL probióticas tal que el 
producto  final  pueda  tener  un  efecto  probiótico  al  consumirse.  En  la  tabla  21  se muestra  el 
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comportamiento de la viabilidad de las células en la fermentación de polen a las condiciones de 
estudio. 
Se observa que durante las primeras 24 horas el número de células viables de BAL no parece 
cambiar, esto indicaría que en lugar de una fase exponencial de crecimiento, luego de la fase lag 
vendría una fase de muerte celular y que por lo tanto la síntesis del producto principal de la 
fermentación (ácido láctico) se daría durante un periodo de adaptación, lo cual es un 
comportamiento inusual en una fermentación, pero también puede estar reflejando el resultado 
de una dinámica poblacional más compleja que debido a las variables de seguimiento y la 
imposibilidad técnica de medir de forma directa la cantidad de biomasa producida en sistemas de 
fermentación en fase sólida como éste, no pudo ser del todo caracterizada. Otra posible 
explicación es que el ácido láctico es un metabolito parcialmente asociado al crecimiento lo cual 
podría influir en la no correspondencia entre el comportamiento de la viabilidad de las células con 
la síntesis de ácido láctico. 
Tabla 21. Comportamiento de la viabilidad de las células de L. acidophilus en la fermentación de 
polen 
 
Los resultados obtenidos señalan que 12 horas es un tiempo suficiente para inducir una 
producción significativa de ácido láctico conservando un valor apropiado de número de células 
viables de L. acidophilus.  
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4.7.5.   Efecto sobre el valor nutricional in vitro de la proteína 
Con el fin de valorar el efecto del proceso sobre algunos  indicadores químicos de  la calidad de  la 
proteína, se efectuaron mediciones de digestibilidad en pepsina y de solubilidad de proteína en 
NaOH antes y después de la inducción de la fermentación (figura 21 y figura 22). Se encontró que 
el  proceso  disminuye  la  digestibilidad  en  pepsina,  probablemente  a  causa  de  que  a  35°C  en 
presencia de agua y durante 36 horas,  se  siguen  induciendo  reacciones de desnaturalización de 
proteína por glucosidación. Sin embargo el empleo de L. acidophilus parece disminuir este efecto, 
probablemente debido a que en el proceso de  fermentación  se  consume parte de  los azúcares 
reductores que participan en estas reacciones de desnaturalización. No hay un efecto significativo 
sobre  la solubilidad de  la proteína en NaOH. Desde este punto de vista, se puede decir entonces 
que el proceso puede disminuir  levemente, en hasta cerca de un 15%,  la calidad de  la proteína 
evaluada como digestibilidad en pepsina y que la adición de una BAL puede reducir ese efecto.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Efecto de la fermentación de polen con L. acidophilus sobre la digestibilidad de la  
proteína en pepsina 
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Figura 22. Efecto de la fermentación de polen con L. acidophilus sobre la solubilidad de la 
proteína en NaOH 
4.7.6.   Efecto sobre el contenido de fibra 
Se evaluó el contenido de fibra cruda antes y después de  la  inducción de  la fermentación, con el 
fin  de  obtener  información  acerca  de  la  posible  acción  enzimática  de  la  bacteria  sobre  esta 
variable.  En  la  figura  23  se  muestra  que  durante  la  fermentación  una  parte  de  la  fibra  es 
degradada,  lo  cual  explicaría  el  comportamiento  de  la  sacarosa,  la  cual  es  un  producto  de  la 
hidrólisis  de  varios  tipos  de  fibra  celulósica,  sugiriendo  así  una  actividad  enzimática  en  este 
sentido.  
El  cambio  de  los  valores  de  concentración  de  la  fibra,  sin  embargo  no  son  lo  suficientemente 
menores en el caso del polen fermentado como considerar un efecto en la calidad nutricional del 
alimento  desde  este  punto  de  vista.  Por  lo  tanto  se  puede  decir  que  aunque  la  adición  de  L. 
acidophilus induce una degradación de fibra en azúcares simples, este cambio no sería significativo 
para la calidad nutricional del alimento.  
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Figura 23. Efecto de la fermentación de polen con L. acidophilus sobre la concentración de fibra 
cruda (base seca) 
4.7.7.   Efecto del bioproceso sobre la estructura del polen evaluado con microscopía electrónica 
de barrido 
Con el  fin de observar el cambio de tipo estructural que sufre el polen a  lo  largo del bioproceso 
desde  ser  polen  apícola  húmedo  y  luego  deshidratado  y  tratado  térmicamente  hasta  la 
fermentación con L. acidophilus,    se  realizaron  fotografías de  la matriz   empleando microscopía 
electrónica de barrido SEM.  
En la figura 24 se muestran los resultados. Se observa que el polen seco antes de ser sometido al 
tratamiento  térmico para  la  reducción de  la  carga microbiana  conserva  su estructura original  a 
pesar del efecto del secado (figura 24 (a)) y se pueden  identificar al menos cinco tipos de granos 
de polen  con  sus propias  características morfológicas.  Luego del  tratamiento  térmico  (figura 24 
(b))  los  granos  de  polen  sufren  cambios  estructurales  notables  siendo  uno  de  los  principales 
cambios  la  ‘explosión’  de  algunos  tipos  de  granos  de  polen  con  el  rompimiento  de  la  exina, 
proceso en el cual parece liberarse el contenido interno del grano de polen que es protegido por la 
intina. En  las figura 24 (c) y (d) se muestra el polen sometido al tratamiento térmico y  luego a  la 
incubación sin y con  la adición de L. acidophilus respectivamente; en estas dos figuras se aprecia 
que en ambos casos  la estructura de  los granos de polen es aún menos definida que en el polen 
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luego del tratamiento térmico, en especial en el caso de aquél que fue fermentado, sugiriendo así 
un efecto tanto de la incubación como de la fermentación como tal. En todas estas fotografías, es 
posible observar  cómo una  especie de  capa, probablemente  conformada por  azúcares  simples, 
recubre a manera de velo los granos de polen y en las figuras 24 (b), (c) y (d) se observa cómo en 
esa  estructura,  que  inicialmente  cubre  de  forma  homogénea  los  granos  de  polen  seco  (a),  se 
forman orificios, cuyo diámetro es mayor en el caso del polen fermentado, y a través de los cuales 
se observa cómo queda expuesto el contenido interno del grano de polen, como se muestra en la 
figura 25, de modo que resulta más disponible para su metabolización por parte de  las BAL en el 
proceso de fermentación. 
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(a) Polen  seco  antes  de 
tratamiento térmico 
 
 
 
(b)  Polen  sometido  a 
tratamiento  térmico 
(121°C/15 min) 
 
 
 
 
(c)  Blanco  del  ensayo  de 
fermentación (12 horas) 
 
 
 
   
                                                                                                                              (d)  Polen  fermentado  con 
L. acidophilus (12 horas) 
Figura 24. Cambios estructurales en el polen por efecto del proceso evaluado a través de 
microscopía electrónica de barrido (aumento x 1000) 
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Figura 25. Detalle de un grano de polen con su contenido interno expuesto, luego de la 
fermentación con L. acidophilus 12 horas (aumento x 3000) 
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5. CONCLUSIONES 
 
 Es  posible  inducir  una  fermentación  láctica  en  fase  sólida  en  una matriz  conformada  por 
principalmente  por  polen  apícola,  utilizando  un  inóculo  del  microorganismo  Lactobacillus 
acidophilus  por  medio  de  una  incubación  a  35°C  para  la  obtención  de  un  suplemento 
nutricional proteico apto para el consumo humano y que puede ser considerado probiótico. 
 
 La calidad microbiológica del polen apícola demuestra claramente la necesidad de mejorar las 
prácticas de poscosecha actuales, en particular aquellas concernientes al proceso de secado y 
limpieza; es necesario trabajar con polen seco y someterlo a procesos de reducción de la carga 
microbiana antes de ser usado como sustrato para una fermentación cuyo fin sea la obtención 
de un producto alimenticio. Una adición de agua al polen seco en un nivel 2:1 polen:agua es 
suficiente para tener una actividad acuosa adecuada (0,92) para un proceso de fermentación 
en  fase  sólida.  La  inducción  de  un  proceso  de  fermentación  empleando  polen  (tanto  seco 
como  húmedo)  sin  tratamiento  térmico  resulta  en  la  multiplicación  de  microorganismos 
potencialmente  patógenos  y  en  procesos  de  fermentación  etanólica  ya  que,  aunque  hay 
crecimiento de BAL, este  crecimiento no  logra  inhibir el  crecimiento de  las demás especies 
presentes en la microbiota del polen. 
 
 Un tratamiento térmico de 121°C durante 15 minutos a la matriz de polen formulada con agua 
es el más adecuado en  términos de  reducción de  la  carga microbiana. Este  tratamiento no 
tiene  un  efecto  significativo  sobre  la  capacidad  antioxidante  (medida  por  la  técnica  de 
reducción del DPPH), mejora  la disponibilidad de  los componentes  internos por  la alteración 
de  la estructura rígida de  los granos de polen, causa una disminución  leve de algunos ácidos 
grasos insaturados como linolénico y la aparición de otros como el araquídónico y el cis‐11,14‐
eicosadienoico  y disminuye  cerca de un 15%  la digestibilidad en pepsina de  la proteína del 
polen posiblemente a causa de la inducción de reacciones de Maillard.  
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 El L. acidophilus demostró tener una mejor adaptación al polen apícola y ser más efectivo en la 
inducción de  la  fermentación de este  sustrato que el  L. paracasei, y  la mezclas  comerciales 
YOMIX® (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus 
acidophilus  y  Bifidobacterium  lactis)  y  CHOOZIT®  (Streptococcus  thermophilus,  Lactobacillus 
delbrueckii  subsp.  lactis  y  Lactobacillus  delbrueckii  subsp.  bulgaricus)  en  términos  del 
rendimiento en  la producción de acidez titulable,  la productividad, el descenso en el pH y  la 
conservación de la viabilidad de las células de BAL.  
 
 Un  inóculo de L. acidophilus 108 UFC/g de sustrato es adecuado y suficiente para provocar  la 
fermentación del polen con un costo razonable de cultivo/producto obtenido.  
 
 La fermentación del polen con L. acidophilus está caracterizada por un descenso en el valor de 
pH y  un aumento de la acidez titulable que se estabiliza luego de 12 horas.  
 
 En el proceso de fermentación en fase sólida de polen, el L. acidophilus metaboliza glucosa y 
fructosa, para  la formación de ácido  láctico con un rendimiento de 19,0 g de ácido  láctico/kg 
de materia  seca  y  0,07  g  de  ácido  láctico/g  de monosacáridos  (glucosa  +  fructosa)  y  una 
productividad de 0,16 g de ácido láctico/kg*h, que deja de ser significativa después de las 12 
horas. El L. acidophilus no utiliza  la sacarosa presente en el sustrato e  induce  la degradación 
parcial de la fibra. 
 
 De  acuerdo  con  las  técnicas  de  análisis  utilizadas,  en  el  proceso  de  fermentación,  el  L. 
acidophilus mostró tener un número de células viables estable hasta un período de 24 horas, 
luego del cual se inicia un descenso en el valor de esta variable. Desde este punto de vista es 
conveniente  parar  el  proceso  de  fermentación, máximo  a  las  24  horas  para  conservar  la 
característica probiótica del producto. 
 
 El proceso de fermentación no afecta la solubilidad de la proteína del polen. La incubación del 
polen a 35°C disminuye levemente, hasta un 15%, la digestibilidad de pepsina de su proteína, a 
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causa de la desnaturalización por glucosidación no enzimática, efecto que se disminuye por la 
adición de L. acidophilus.  
 
 La  adición  de  la  mezcla  de  enzimas  degradantes  de  la  pared  celular  Citrozym  Ultra® 
(pectinasas,  celulasas  y  hemicelulasas  de  Aspergillus  niger)  no  tiene  un  efecto  significativo 
sobre la fermentación de polen con L. acidophilus a las condiciones estudiadas. 
 
 La adición de miel como parte del sustrato no tiene un efecto significativo sobre la producción 
de acidez ni el descenso del pH pero parece disminuir la viabilidad de las células a lo largo del 
proceso de  fermentación con L. acidophilus, L. paracasei, YOMIX® y CHOOZIT® posiblemente 
debido a la inducción de condiciones osmóticas desfavorables para el crecimiento de las BAL. 
 
 Un  proceso  como  el  desarrollado  en  este  estudio  tendría  la  ventaja  de  no  requerir  un 
escalamiento  para  su  producción  a  nivel  industrial, más  allá  de  la  estandarización  de  las 
técnicas,  puesto  que  en  este  caso  la  reacción  se  puede  inducir  directamente  dentro  del 
recipiente de envasado del producto final. 
 
 Existen  diferencias  fisicoquímicas,  microbiológicas  y  estructurales  entre  el  polen  apícola 
recolectado en  fresco  (húmedo), el polen apícola sometido a procesos de secado y el polen 
almacenado por las abejas al interior de las colmenas (pan de abejas), en cuanto a la acidez, el 
pH, el recuento de bacterias ácido lácticas, la morfología de los granos de polen, el contenido 
de fibra y el perfil de azúcares. El pan de abejas tiene evidencia físicoquímica y morfológica de 
procesos bioquímicos, como su acidificación, su menor concentración de azúcares simples y su 
bajo  valor de pH.  Entre  los  tres productos  el de mejor  calidad microbiológica  es  el pan de 
abejas, demostrando que las cargas microbianas potencialmente patógenas observadas en los 
demás productos  (polen  seco  y polen húmedo)  son producto de  las prácticas de  cosecha  y 
procesamiento.  
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6. RECOMENDACIONES 
 
 Llevar  a  cabo  estudios  similares  con  la  adición  de  inóculos  de  otras  especies  de  bacterias 
promisorias como Lactobacillus plantarum y BAL nativas, aisladas de matrices de polen y pan 
de abejas. 
 
 Estudiar el aspecto de  la  calidad organoléptica y  la aceptación  sensorial de este producto y 
desarrollar alternativas para  su mejora o para  la  inclusión dentro de otro  tipo de alimentos 
que ya hagan parte del espectro de consumo de la población colombiana. 
 
 Estudiar  la  producción  de  calor  a  causa  de  la  fermentación  y  su  posible  efecto  sobre  la 
viabilidad y productividad del microorganismo. 
 
 Realizar una estandarización del proceso con el fin de llevar a cabo estudios cinéticos que a su 
vez permitan la obtención de información acerca de la dinámica poblacional y de modelos de 
crecimiento,  con  el  fin  de  estudiar  el  efecto  de  nuevas  variables  como  la  geometría  del 
reactor, el efecto de la temperatura, etc., sobre aspectos como productividad y viabilidad.  
 
 Valorar el efecto de la fermentación de polen sobre la calidad nutricional de su proteína y del 
potencial probiótico del alimento por medio de técnicas in vivo.  
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ANEXO 01. FICHAS TÉCNICAS DE CULTIVOS Y ENZIMAS 
  
Extracción de aceite 
 
• Pectinex Ultra 
 
TIPO ORIGEN DESCRIPCIÓN PROVEEDOR PRODUCTOS 
Actividad pectolitica y 
hemicelulitica 
Aspergillus 
aculeatus 
Liquido pardo soluble 
en agua 
Coldanzimas  
 
CONDICIONES DOSIFICACION  USOS y ACCIÓN 
pH: 4.8-5.5 
T: 40-45ºC 
400-600ppm  
durante 1-1.5h 
Degrada pectinas solubles e insolubles, así como polisacáridos. 
Usado en el tratamiento de pulpas de frutas y vegetales y en la 
maceración de tejidos vegetales 
 
MANEJO Y SEGURIDAD 
− Se recomienda almacenar entre  0-10ºC en envase intacto y protegido de la luz solar. 
− Puede producir reacciones alérgicas por tratarse de proteínas. 
− Tras contacto prolongado puede generar irritación en la piel, ojos y mucosas  
 
• Citrozym Ultra 
 
TIPO ORIGEN DESCRIPCIÓN PROVEEDOR PRODUCTOS 
Pectinasas , celulasas y 
hemicelulasas   
Aspergillus niger Liquido marron soluble 
en agua 
Coldanzimas  
 
CONDICIONES DOSIFICACION  USOS y ACCIÓN 
pH: 4.0-4.5 
T: 42-45ºC 
20-90ppm  
durante 30-90min 
Diseñado para clarificación de jugos de lima y limón, pero 
también usado en el tratamiento de vegetales como aguacate   
 
MANEJO Y SEGURIDAD 
− Se recomienda almacenar entre  0-10ºC en envase intacto y protegido de la luz solar. 
− Puede producir reacciones alérgicas por tratarse de proteínas. 
− Tras contacto prolongado puede generar irritación en la piel, ojos y mucosas  
 
 
 
 
 










  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 02. TABLAS DE DATOS 
 Tabla de datos para ensayos sin tratamiento térmico
Cultivo Formulación Tiempo (h) Repetición pH
Acidez libre producida 
(meq/kg) Base Húmeda
Recuento de Bacterias 
ácido lácticas (UFC/g)
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1,80E+08
8,00E+08
1,00E+09
0
0
1,00E+08
1,80E+08
1,00E+09
1,00E+09
1,00E+08
1,80E+08
24
Polen húmedo 
(fresco)
Polen húmedo 
(fresco) + miel
L.
 a
ci
do
ph
ilu
s
ENSAYOS CON POLEN SIN TRATAMIENTO TÉRMICO
0
72
48
72
24
48
72
0
72
0
24
48
72
72
48
24
0
Polen seco (sin 
moler) + agua
Polen seco 
(molido) + agua
Polen seco (sin 
moler) + miel + 
agua
Polen seco 
(molido) + miel + 
agua
0
24
0
24
48
48
4,38
4,39
4,37
4,63
4,36
4,37
146,3
45,9
35,3
74,2
91,8
53,3
0
156,8
147,75
138,7
0
4,29
4,38
4,44
4,63
4,45
364,14,02
62,54,51
04,61
129,4
97
67,6
4,6
4,5
4,41
4,43
4,63
358,4
105,1
0
3,98
4,36
370,23,88
4,83
3753,87 1,80E+06
1,80E+07
1,00E+05
1,80E+08
4,50E+07
1,30E+06
2,70E+07
1,80E+08
1,00E+03
1,00E+03
1,00E+05
1,80E+08
1,00E+09
1,00E+09
3,90E+07
Tabla de datos para ensayos de tratamientos térmicos: Actividad antioxidante, pH y acidez titulable 
Tratamiento
Sin tratamiento
0,408 0,452 0,430 4,634 4,631 4,633 248,851 248,824 248,837
70°C/15 min 0,426 0,365 0,395 - - - - - -
80°C/30 min 0,431 0,373 0,402 - - - - - -
90°C/15 min 0,418 0,558 0,488 - - - - - -
121°C/5 min +  35°C/72 
horas (polen seco)
- - - - - - - - -
121°C/5 min +  35°C/72 
horas (polen seco + agua)
- - - - - - - - -
121°C/15 min +  35°C/72 
horas (polen seco)
0,488 0,598 0,543 4,681 4,686 4,684 242,51 235,53 239,023
121°C/15 min +  35°C/72 
horas (polen seco + agua)
0,481 0,473 0,477 4,504 4,511 4,508 260,31 257,94 259,126
121°C/30 min +  35°C/72 
horas (polen seco)
0,861 0,611 0,736 4,377 4,408 4,393 246,46 242,14 244,297
121°C/30 min +  35°C/72 
horas (polen seco + agua)
0,509 0,634 0,572 4,394 4,376 4,385 300,12 292,85 296,486
ENSAYOS DE TRATAMIENTOS TÉRMICOS
Acidez libre BS (m eq/kg)pH 
Actividad antioxidante por DPPH   BS                                        
(EC50 (mg/ml))
 Tabla de datos para ensayos de tratamientos térmicos: efecto sobre la calidad microbiológica
Tratamiento
Recuento de 
Mesófilos 
(UFC/g)
 Coliformes 
totales 
(NMP/g)
Coliformes 
fecales (NMP/g)
Recuento de 
Staphylococcus 
(UFC/g)
Recuento de 
Chlostridium (UFC/g)
Presencia de 
Salmonella (+/-)
Recuento de 
Mohos 
(UFC/g)
Recuento de 
Levaduras 
(UFC/g)
Sin tratamiento
7000 8 3 <1 <1 Negativa 1000 1000
70°C/15 min 3600 23 0 <1 <1 Negativa <1 40
80°C/30 min 1800 93 0 <1 <1 Negativa <1 40
90°C/15 min 700 0 0 <1 <1 Negativa <1 <1
121°C/5 min +  
35°C/72 horas (polen 
seco)
100 3,6 0 <1 <1 Negativa <1 <1
121°C/5 min +  
35°C/72 horas (polen 
seco + agua)
<10 0 0 <1 <1 Negativa <1 <1
121°C/15 min +  
35°C/72 horas (polen 
seco)
<1 0 0 <1 <1 Negativa <1 <1
121°C/15 min +  
35°C/72 horas (polen 
seco + agua)
<1 0 0 <1 <1 Negativa <1 <1
121°C/30 min +  
35°C/72 horas (polen 
seco)
<1 0 0 <1 <1 Negativa <1 <1
121°C/30 min +  
35°C/72 horas (polen 
seco + agua)
<1 0 0 <1 <1 Negativa <1 <1
ENSAYOS DE TRATAMIENTOS TÉRMICOS
 Tabla de datos para ensayos de selección de cantidad de inóculo  
Cultivo Formulación
Cantidad de 
inóculo (log UFC/g 
mezcla de 
fermentación)
Tiempo (h) Repetición pH
Acidez libre 
producida 
(meq/kg) 
Base Seca
L.
 a
ci
do
ph
ilu
s
9,1
8,4
24
6,9
Po
le
n 
se
co
 (s
in
 m
ol
er
) +
 a
gu
a
0
YO
M
IX
Po
le
n 
se
co
 (s
in
 m
ol
er
) +
 a
gu
a
9,1
8,4
7,6
0
24
48
24
0
24
ENSAYOS DE SELECCIÓN DE CANTIDAD DE INÓCULO
72
48
72
0
24
48
72
24
48
72
0
72
48
48
72
0
156,9414,141
04,4801
170,9954,1431
157,7794,1451
04,481
108,2624,2591
99,1864,2581
78,194,2931
51,914,389
33,514,4
04,48
1
1
1
1
4,4161
65,7124,4191
65,3634,421
53,8094,39
38,3774,3991
37,9784,3941
4,4031
04,481
41,2094,4111
32,2584,4081
42,554,4191
04,481
84,817
32,258
4,481
0
 Tabla de datos para ensayos con distintos cultivos: L. acidophilus y L. paracasei 
 
  
  
Cultivo
Inóculo 
inicial
Formulación Tiempo (h) Repetición pH
Acidez libre 
producida 
(meq/kg) Base 
Seca
BAL (UFC/g)
1 4,535 1,142
2 4,539 -1,142
1 4,519 50,256
2 4,523 39,849
1 4,493 85,564
2 4,502 85,303
1 4,495 85,246
2 4,498 85,133
1 4,508 1,167
2 4,684 -1,167
1 4,528 46,664
2 4,528 48,202
1 4,502 86,684
2 4,502 86,580
1 4,481 86,679
2 4,476 86,730
1 4,544 -0,085
2 4,544 0,085
1 4,514 8,483
2 4,517 6,347
1 4,488 10,665
2 4,484 -5,414
1 4,500 -9,374
2 4,500 -6,625
1 4,564 -0,759
2 4,564 0,759
1 4,525 25,987
2 4,563 31,310
1 4,495 5,136
2 4,512 3,894
1 4,498 16,176
2 4,493 3,537
Con miel
0
24
48
72
Sin miel
0
24
48
72
L.
 p
ar
ac
as
ei
10^8 UFC/g
L.
 a
ci
do
ph
ilu
s
10^8 UFC/g
Sin miel
Con miel
0
24
48
72
0
24
48
72
ENSAYOS CON DISTINTOS CULTIVOS
<2
<7
<7
8,4
8,3
5,5
5,7
6,0
8,2
<4
<4
<4
8,2
4,4
9,7
10,4
 Tabla de datos para ensayos con distintos cultivos: YOMIX® y CHOOZIT® 
  
Cultivo
Inóculo 
inicial
Formulación Tiempo (h) Repetición pH
Acidez libre 
producida 
(meq/kg) Base 
Seca
BAL (UFC/g)
1 4,544 -0,085
2 4,564 0,085
1 4,397 5,574
2 4,397 4,516
1 4,343 18,653
2 4,365 20,872
1 4,380 24,985
2 4,382 24,177
1 4,564 -4,883
2 4,564 4,883
1 4,406 26,888
2 4,402 19,133
1 4,380 40,301
2 4,380 38,875
1 4,389 43,398
2 4,388 41,895
1 4,403 5,065
2 4,407 -5,065
1 4,395 14,408
2 4,397 7,711
1 4,391 14,280
2 4,388 7,786
1 4,370 23,500
2 4,378 23,894
1 4,417 -3,276
2 4,409 3,276
1 4,387 29,350
2 4,394 30,119
1 4,377 37,262
2 4,378 36,451
1 4,365 45,898
2 4,374 43,671
1 4,368 3,982
2 4,349 -3,982
1 4,306 16,714
2 4,297 9,304
1 4,317 12,142
2 4,325 6,177
1 4,311 18,365
2 4,314 14,211
1 4,417 2,594
2 4,409 -2,594
1 4,421 18,052
2 4,412 12,601
1 4,397 14,169
2 4,400 16,901
1 4,387 17,189
2 4,387 17,570
YO
M
IX
10^8 UFC/g
Con miel
0
24
48
72
Con miel
0
24
48
72
Sin miel
0
24
48
72
Sin miel
0
24
48
72
10^8 UFC/g
CH
O
O
ZI
T
ENSAYOS CON DISTINTOS CULTIVOS
<4
5,3
7,3
8,2
<4
5,1
5,8
8,2
BL
A
N
CO
0
Con miel
0
24
48
72
Sin miel
0
24
48
72
-
<4
<4
8,1
<2
<2
<2
<2
-
-
-
-
<4
<4
<4
8,1
 Tabla de datos para ensayos con adición de enzimas 
Formulación Tiempo (h) Repetición pH
Acidez libre BH 
(meq/kg)
Acidez libre producida 
(meq/kg)
Recuento de Bacterias 
ácido lácticas (UFC/g)
Recuento de Bacterias 
ácido lácticas log 
(UFC/g)
1 4,499 195,034 0,000
2 4,521 212,684 0,000
3 4,545 224,940 0,000
1 4,362 219,843 8,957 1,50E+07 7,18
2 4,384 219,688 8,802 1,80E+07 7,26
3 4,393 228,875 17,989 1,30E+07 7,11
1 4,383 247,984 37,098 1,40E+06 6,15
2 4,392 242,603 31,717 4,50E+06 6,65
3 4,375 245,039 34,153 1,44E+06 6,16
1 4,435 259,549 48,663 1,00E+05 5,00
36 2 4,418 252,979 42,093 5,60E+05 5,75
3 4,425 253,975 43,089 6,45E+05 5,81
1 4,377 267,981 57,095 1,43E+04 4,16
2 4,396 259,232 48,346 2,47E+04 4,39
3 4,394 263,607 52,721 2,05E+04 4,31
1 4,465 202,285 0,000
2 4,467 241,989 0,000
3 4,469 210,251 0,000
1 4,365 238,238 20,063 3,00E+06 6,48
2 4,383 228,257 10,082 9,00E+06 6,95
3 4,380 242,727 24,552 1,00E+07 7,00
1 4,341 262,404 44,229 2,00E+06 6,30
2 4,371 258,330 40,155 1,45E+06 6,16
3 4,369 266,478 48,303 1,50E+06 6,18
1 4,350 266,816 48,641 1,48E+06 6,17
36 2 4,360 251,959 33,784 4,00E+04 4,60
3 4,359 247,749 29,574 2,05E+05 5,31
1 4,355 265,177 47,002 3,00E+04 4,48
2 4,356 266,806 48,631 1,50E+03 3,18
3 4,378 268,434 50,259 2,98E+04 4,47
1 4,426 217,847 0,000
2 4,443 229,787 0,000
3 4,434 241,727 0,000
1 4,412 224,934 -4,853 0,00E+00
2 4,407 231,636 1,849 0,00E+00
3 4,381 228,285 -1,502 0,00E+00
1 4,369 229,965 0,178 -
2 4,390 253,407 23,620 -
3 4,386 234,128 4,341 -
1 4,371 244,995 15,208 -
36 2 4,369 236,316 6,528 -
3 4,371 227,636 -2,151 -
1 4,392 235,839 6,052 -
2 4,398 236,276 6,489 -
3 4,375 236,058 6,271 -
2,40E+08
2,02E+08 8,31
8,38
24
Polen seco (sin 
moler) + agua + L. 
acidophilus + 
Enzima
0
12
24
0,00E+00
Polen seco (sin 
moler) + agua + 
enzima
0
12
48
48
24
48
12
Polen seco (sin 
moler) + agua + L. 
acidophilus
0
ENSAYOS CON ENZIMAS
Cultivo Formulación Tiempo (h) Repetición
Fructosa (% p/p) Base 
Seca
Glucosa (% p/p) Base 
Seca
Sacarosa (% p/p) Base 
Seca 
Ácido láctico (% p/p) 
Base Seca
1 18,59 11,87 5,50 0,14
2 18,58 11,87 5,55 0,15
3 18,24 11,75 5,39 0,14
1 17,77 10,66 5,55 0,23
2 17,20 10,71 5,51 0,23
3 17,48 10,77 5,61 0,23
1 16,85 10,16 5,37 0,42
2 16,71 10,20 5,06 0,41
3 16,56 9,94 5,38 0,41
1 16,06 9,63 5,34 0,31
2 16,37 10,34 5,55 0,31
3 16,47 10,34 5,33 0,32
1 18,59 11,87 5,50 0,14
2 18,58 11,87 5,55 0,15
3 18,24 11,75 5,39 0,14
1 16,76 10,01 6,18 2,12
2 16,28 9,96 6,09 2,20
3 17,23 10,21 6,18 1,82
1 15,05 9,31 5,94 1,67
2 14,76 8,51 5,46 1,46
3 15,55 9,39 5,99 2,14
1 13,35 7,91 5,15 1,75
2 13,49 8,14 5,83 1,63
3 15,29 8,76 6,06 1,53
ENSAYOS CON LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS
12
24
L.
 a
ci
do
ph
ilu
s
BLANCO         
Polen seco (sin 
moler) + agua
0
12
24
L. Acidophilus 
Polen seco (sin 
moler) + agua + L. 
acidophilus
0
36
36
 
Tabla de datos para ensayos con L. acidophilus: pH, acidez titulable, Recuento de BAL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla de datos para ensayos con L. acidophilus: % fructosa, % glucosa, % sacarosa, % de ácido 
láctico 
Cultivo Formulación Tiempo (h) Repetición pH
Acidez libre BH 
(meq/kg)
Acidez libre producida 
(meq/kg)
Recuento de Bacterias 
ácido lácticas 
(log(UFC/g))
1 5,057 141,171 -0,021 -
2 5,047 142,097 0,905 -
3 5,039 140,307 -0,885 -
1 5,019 141,744 0,552 <1
2 5,012 144,059 2,867 <1
3 4,972 145,224 4,032 <1
1 4,900 148,726 7,534 <1
2 4,906 146,280 5,088 <1
3 4,998 149,381 8,189 <1
1 4,972 142,828 1,636 <1
2 4,964 146,210 5,018 <1
3 4,972 149,335 8,143 <1
1 5,057 141,171 -0,021 8,5
2 5,047 142,097 0,905 8,5
3 5,039 140,307 -0,885 8,5
1 4,849 153,107 11,915 8,3
2 4,839 164,873 23,681 8,5
3 4,831 166,918 25,726 8,4
1 4,763 160,064 18,872 8,4
2 4,817 177,672 36,480 8,1
3 4,769 162,883 21,691 8,3
1 4,744 168,844 27,652 7,8
2 4,748 166,890 25,698 7,4
3 4,772 163,815 22,623 7,3
12
24
L.
 a
ci
do
ph
ilu
s
BLANCO         
Polen seco (sin 
moler) + agua
0
12
24
L. Acidophilus 
Polen seco (sin 
moler) + agua + L. 
acidophilus
0
36
ENSAYOS CON LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS
36
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 03. CROMATOGRAMAS 
  
 
Perfil de ácidos orgánicos evaluado por HPLC para la muestra de fermentación después de 36 
horas con L. acidophilus 
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Perfil de ácidos orgáncios evaluado por HPLC del blanco del ensayo de fermentación después 
de 36 horas 
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Perfil de ácidos orgánicos evaluado por HPLC del blanco del ensayo de fermentación antes de 
la inoculación (0 horas) 
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Perfil de azúcares evaluado por HPLC del blanco del ensayo de fermentación antes de la 
inoculación (0 horas) 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Perfil de azúcares evaluado por HPLC para la muestra de fermentación después de 36 horas 
con L. acidophilus 
 
 
 
  
  
 
 
 
Perfil de azúcares evaluado por HPLC para el blanco del ensayo de fermentación después de 
36 horas 
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=====================================================================
                         ESTD Percent Report                         
=====================================================================
 
Sorted By             :      Signal
Calib. Data Modified  :      May 4, 2009 1:09:46 PM
Multiplier:                   :      4.0000
Dilution:                     :      1.0000
Sample Amount:               :      2.91000  [ppm]
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Data File C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\POLEN000007.D
Sample Name: 70
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :   7
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 8
    Injection Date  : March 11, 2009 3:35:31 PM            Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\FAMES.M
    Last changed    : March 11, 2009 3:36:25 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\CALIBRACIONFAMES\CALIBRATIONFAMES 2009-01-23 11-40-02\
                      003F0101.D\FAMESAG.M
    Last changed    : May 4, 2009 1:09:58 PM by Julián Osorio
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : 70 FAMEs polen sin pasar por carbón activado
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A May 4, 2009 1:10:07 PM Julián Osorio Page 1 of 6
 
Signal 1: FID1 A, Front Signal
Uncalibrated Peaks    :      compound name not specified
 
 
RetTime  Type     Area     Amt/Area    Amount   Grp   Name
 [min]          [pA*s]                   %     
-------|------|----------|----------|----------|--|------------------
  4.226            -          -          -         Butyric acid (C4:0)                               
  4.478 BB       23.75428    0.00000   0.000000    ?                                                 
  5.345            -          -          -         Caproic acid (C6:0)                               
  6.552            -          -          -         Caprylic acid (C8:0)                              
  7.636            -          -          -         Capric acid (C10:0)                               
  8.143            -          -          -         Undecanoic acid (C11:0)                           
  8.668 BB        6.11931 1.25695e-3   0.988554    Lauric acid (C12:0)                               
  9.177            -          -          -         Tridecanoic acid (C13:0)                          
  9.523 BB        5.45262    0.00000   0.000000    ?                                                 
  9.765 BB        2.46201 1.71205e-3   0.545789    Myristic acid (C14:0)                             
 10.127            -          -          -         Myristoleic acid (C14:1)                          
 10.382            -          -          -         Pentadecanoic acid (C15:0)                        
 10.811 BB        1.04299 1.69943e-3   0.230240    cis-10-Pentadecanoic acid (C15:1)                 
 11.151 BB       23.60180 1.16576e-3   3.585349    Palmitic acid (C16:0)                             
 11.565            -          -          -         Palmitoleic acid (C16:1)                          
 12.024            -          -          -         Heptadecanoic acid (C17:0)                        
 12.441 BB        1.26676    0.00000   0.000000    ?                                                 
 12.684 BB        2.17104 1.43828e-3   0.407757    cis-10-Heptadecanoic acid (C17:1)                 
 13.150 VB  +     2.35335 3.27505e-2  10.096380    Stearic acid (C18:0)                              
 13.528            -          -          -         Elaidic acid (C18:1n9t)                           
 13.720 BB  +     8.41551 1.42893e-3   1.575257    Oleic acid (C18:1n9c)                             
 14.093            -          -          -         Linoleic acid (C18:2n6)                           
Data File C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\POLEN000007.D
Sample Name: 70
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :   7
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 8
    Injection Date  : March 11, 2009 3:35:31 PM            Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\FAMES.M
    Last changed    : March 11, 2009 3:36:25 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\CALIBRACIONFAMES\CALIBRATIONFAMES 2009-01-23 11-40-02\
                      003F0101.D\FAMESAG.M
    Last changed    : May 4, 2009 1:09:58 PM by Julián Osorio
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : 70 FAMEs polen sin pasar por carbón activado
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A May 4, 2009 1:10:07 PM Julián Osorio Page 2 of 6
RetTime  Type     Area     Amt/Area    Amount   Grp   Name
 [min]          [pA*s]                   %     
-------|------|----------|----------|----------|--|------------------
 14.417 BB        2.48210    0.00000   0.000000    ?                                                 
 14.747 BB       13.31180 1.26103e-3   2.196669-   Linolelaidic acid (C18:3n6)                       
 15.494            -          -          -         gamma-Linolenic acid (C18:3n6)                    
 16.196 BB       51.09694 1.20152e-3   8.076126    Linolenic acid (C18:3n3)                          
 16.324            -          -          -     -   Arachidic acid (C20:0)                            
 16.611            -          -          -     -   9c,11t-octadecadienoic acid                       
 17.198            -          -          -         10t,12c-octadecadienoic acid                      
 17.200            -          -          -         cis-11-Eicosenoic acid (C20:1)                    
 17.654            -          -          -         10c,12c-octadecadienoic acid                      
 18.431 BB        3.13336    0.00000   0.000000    ?                                                 
 18.573            -          -          -         cis-11,14-Eicosadienoic acid ME                   
 18.876            -          -          -         cis-8,11,14-Eicosatrienoic acid (C20:3n6)         
 20.118            -          -          -         cis-11,14,17-Eicosatrienoic acid (C20:3n3)        
 21.034            -          -          -         Arachidonic acid (C20:4n6)                        
 21.230            -          -          -         Henecosanoic acid (C21:0)                         
 21.540            -          -          -         Behenic acid (C22:0)                              
 22.961            -          -          -         Erucic acid (C22:1n9)                             
 23.909            -          -          -         cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid (C20:5n3)  
 25.274            -          -          -         cis-13,16-Docosadienoic acid (C22:2)              
 25.738            -          -          -         Tricosanoic acid (C23:0)                          
 30.245            -          -          -         Lignoceric acid (C24:0)                           
 32.571            -          -          -         cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid (C22:6n3)
 36.152            -          -          -         Nervonic acid (C24:1)                             
 
Totals :                              27.702121
 
 
Data File C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\POLEN000007.D
Sample Name: 70
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :   7
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 8
    Injection Date  : March 11, 2009 3:35:31 PM            Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\FAMES.M
    Last changed    : March 11, 2009 3:36:25 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\CALIBRACIONFAMES\CALIBRATIONFAMES 2009-01-23 11-40-02\
                      003F0101.D\FAMESAG.M
    Last changed    : May 4, 2009 1:09:58 PM by Julián Osorio
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : 70 FAMEs polen sin pasar por carbón activado
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A May 4, 2009 1:10:07 PM Julián Osorio Page 3 of 6
3 Warnings or Errors :
 
Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Time reference compound(s) not found
Warning : Amount limits exceeded
 
=====================================================================
                         Summed Peaks Report                         
=====================================================================
 
Signal 1: FID1 A, Front Signal
=====================================================================
                      Final Summed Peaks Report                      
=====================================================================
 
Signal 1: FID1 A, Front Signal
Name            Total Area  Amount   
                 [pA*s]       %      
---------------|----------|----------|
Butyric acid (C    0.00000   0.0000 
Caproic acid (C    0.00000   0.0000 
Caprylic acid (    0.00000   0.0000 
Capric acid (C1    0.00000   0.0000 
Undecanoic acid    0.00000   0.0000 
Lauric acid (C1    6.11931   0.9886 
Tridecanoic aci    0.00000   0.0000 
Myristic acid (    2.46201   0.5458 
Myristoleic aci    0.00000   0.0000 
Pentadecanoic a    0.00000   0.0000 
cis-10-Pentadec    1.04299   0.2302 
Data File C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\POLEN000007.D
Sample Name: 70
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :   7
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 8
    Injection Date  : March 11, 2009 3:35:31 PM            Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\FAMES.M
    Last changed    : March 11, 2009 3:36:25 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\CALIBRACIONFAMES\CALIBRATIONFAMES 2009-01-23 11-40-02\
                      003F0101.D\FAMESAG.M
    Last changed    : May 4, 2009 1:09:58 PM by Julián Osorio
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : 70 FAMEs polen sin pasar por carbón activado
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A May 4, 2009 1:10:07 PM Julián Osorio Page 4 of 6
Name            Total Area  Amount   
                 [pA*s]       %      
---------------|----------|----------|
Palmitic acid (   23.60180   3.5853 
Palmitoleic aci    0.00000   0.0000 
Heptadecanoic a    0.00000   0.0000 
cis-10-Heptadec    2.17104   0.4078 
Stearic acid (C    2.35335  10.0964 
Elaidic acid (C    0.00000   0.0000 
Oleic acid (C18    8.41551   1.5753 
Linoleic acid (    0.00000   0.0000 
Linolelaidic ac   13.31180   2.1967 
gamma-Linolenic    0.00000   0.0000 
Linolenic acid    51.09694   8.0761 
Arachidic acid     0.00000   0.0000 
9c,11t-octadeca    0.00000   0.0000 
10t,12c-octadec    0.00000   0.0000 
cis-11-Eicoseno    0.00000   0.0000 
10c,12c-octadec    0.00000   0.0000 
cis-11,14-Eicos    0.00000   0.0000 
cis-8,11,14-Eic    0.00000   0.0000 
cis-11,14,17-Ei    0.00000   0.0000 
Arachidonic aci    0.00000   0.0000 
Henecosanoic ac    0.00000   0.0000 
Behenic acid (C    0.00000   0.0000 
Erucic acid (C2    0.00000   0.0000 
cis-5,8,11,14,1    0.00000   0.0000 
cis-13,16-Docos    0.00000   0.0000 
Tricosanoic aci    0.00000   0.0000 
Lignoceric acid    0.00000   0.0000 
Data File C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\POLEN000007.D
Sample Name: 70
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :   7
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 8
    Injection Date  : March 11, 2009 3:35:31 PM            Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\FAMES.M
    Last changed    : March 11, 2009 3:36:25 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\CALIBRACIONFAMES\CALIBRATIONFAMES 2009-01-23 11-40-02\
                      003F0101.D\FAMESAG.M
    Last changed    : May 4, 2009 1:09:58 PM by Julián Osorio
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : 70 FAMEs polen sin pasar por carbón activado
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A May 4, 2009 1:10:07 PM Julián Osorio Page 5 of 6
Name            Total Area  Amount   
                 [pA*s]       %      
---------------|----------|----------|
cis-4,7,10,13,1    0.00000   0.0000 
Nervonic acid (    0.00000   0.0000 
 
Totals :                    27.7021
 
 
Compound-related custom fields:
                          *** End of Report ***
Data File C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\POLEN000007.D
Sample Name: 70
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :   7
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 8
    Injection Date  : March 11, 2009 3:35:31 PM            Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\FAMES.M
    Last changed    : March 11, 2009 3:36:25 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\CALIBRACIONFAMES\CALIBRATIONFAMES 2009-01-23 11-40-02\
                      003F0101.D\FAMESAG.M
    Last changed    : May 4, 2009 1:09:58 PM by Julián Osorio
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : 70 FAMEs polen sin pasar por carbón activado
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A May 4, 2009 1:10:07 PM Julián Osorio Page 6 of 6
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=====================================================================
                         ESTD Percent Report                         
=====================================================================
 
Sorted By             :      Signal
Calib. Data Modified  :      July 10, 2004 1:54:47 PM
Multiplier:                   :      4.0000
Dilution:                     :      1.0000
Sample Amount:               :      2.29000  [ppm]
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
 
Signal 1: FID1 A, Front Signal
Uncalibrated Peaks    :      compound name not specified
 
 
Data File C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\QUESOS000015.D
Sample Name: PH30
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :  15
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 15
    Injection Date  : July 31, 2004 4:08:32 PM             Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\FAMES.M
    Last changed    : July 31, 2004 4:05:32 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\FAMESAG.M
    Last changed    : August 4, 2004 2:33:59 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : Polen húmedo con tratamiento térmico por 30min
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A August 4, 2004 2:36:50 PM Martha Sofía Page 1 of 5
RetTime  Type     Area     Amt/Area    Amount   Grp   Name
 [min]          [pA*s]                   %     
-------|------|----------|----------|----------|--|------------------
  4.226            -          -          -         Butyric acid (C4:0)                               
  4.470 BB        4.79411    0.00000   0.000000    ?                                                 
  5.341            -          -          -         Caproic acid (C6:0)                               
  6.547            -          -          -         Caprylic acid (C8:0)                              
  7.631            -          -          -         Capric acid (C10:0)                               
  8.137            -          -          -         Undecanoic acid (C11:0)                           
  8.660 BB        3.17935 1.33046e-3   0.690841    Lauric acid (C12:0)                               
  9.171            -          -          -         Tridecanoic acid (C13:0)                          
  9.523 BB        4.99925    0.00000   0.000000    ?                                                 
  9.758 BB        2.01404 1.84014e-3   0.609809    Myristic acid (C14:0)                             
 10.120            -          -          -         Myristoleic acid (C14:1)                          
 10.375            -          -          -         Pentadecanoic acid (C15:0)                        
 10.728 BB     7.54670e-1 1.91070e-3   0.238015    cis-10-Pentadecanoic acid (C15:1)                 
 10.802 BB     4.42775e-1    0.00000   0.000000    ?                                                 
 11.143 BB        8.56901 1.26011e-3   1.788021    Palmitic acid (C16:0)                             
 11.557            -          -          -         Palmitoleic acid (C16:1)                          
 12.015            -          -          -         Heptadecanoic acid (C17:0)                        
 12.448 BB        1.46468    0.00000   0.000000    ?                                                 
 12.558            -          -          -         cis-10-Heptadecanoic acid (C17:1)                 
 12.672 BB        1.04645    0.00000   0.000000    ?                                                 
 13.141 BB  +     2.77145 2.79694e-2  12.903480    Stearic acid (C18:0)                              
 13.528            -          -          -         Elaidic acid (C18:1n9t)                           
 13.708 BB  +     4.17840 1.76753e-3   1.229405    Oleic acid (C18:1n9c)                             
 14.082            -          -          -         Linolelaidic acid (C18:2n6t)                      
 14.430 BB        2.69165    0.00000   0.000000    ?                                                 
 14.732 BB        6.10403 1.41932e-3   1.440644-   Linoleic acid (C18:2n6c)                          
 15.481            -          -          -         gamma-Linolenic acid (C18:3n6)                    
 16.175 BB       15.19067 1.30181e-3   3.305684    Linolenic acid (C18:3n3)                          
Data File C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\QUESOS000015.D
Sample Name: PH30
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :  15
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 15
    Injection Date  : July 31, 2004 4:08:32 PM             Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\FAMES.M
    Last changed    : July 31, 2004 4:05:32 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\FAMESAG.M
    Last changed    : August 4, 2004 2:33:59 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : Polen húmedo con tratamiento térmico por 30min
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A August 4, 2004 2:36:50 PM Martha Sofía Page 2 of 5
RetTime  Type     Area     Amt/Area    Amount   Grp   Name
 [min]          [pA*s]                   %     
-------|------|----------|----------|----------|--|------------------
 16.310            -          -          -     -   Arachidic acid (C20:0)                            
 16.717            -          -          -     -   9c,11t-octadecadienoic acid                       
 17.184            -          -          -         10t,12c-octadecadienoic acid                      
 17.186            -          -          -         cis-11-Eicosenoic acid (C20:1)                    
 17.640            -          -          -         10c,12c-octadecadienoic acid                      
 18.461 BB        3.33886    0.00000   0.000000    ?                                                 
 18.558            -          -          -         cis-11,14-Eicosadienoic acid ME                   
 18.860            -          -          -         cis-8,11,14-Eicosatrienoic acid (C20:3n6)         
 20.101            -          -          -         cis-11,14,17-Eicosatrienoic acid (C20:3n3)        
 21.016            -          -          -         Arachidonic acid (C20:4n6)                        
 21.212            -          -          -         Henecosanoic acid (C21:0)                         
 21.522            -          -          -         Behenic acid (C22:0)                              
 22.942            -          -          -         Erucic acid (C22:1n9)                             
 23.890            -          -          -         cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid (C20:5n3)  
 25.253            -          -          -         cis-13,16-Docosadienoic acid (C22:2)              
 25.717            -          -          -         Tricosanoic acid (C23:0)                          
 30.220            -          -          -         Lignoceric acid (C24:0)                           
 32.544            -          -          -         cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid (C22:6n3)
 36.123            -          -          -         Nervonic acid (C24:1)                             
 
Totals :                              22.205900
 
 
3 Warnings or Errors :
 
Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Time reference compound(s) not found
Warning : Amount limits exceeded
Data File C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\QUESOS000015.D
Sample Name: PH30
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :  15
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 15
    Injection Date  : July 31, 2004 4:08:32 PM             Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\FAMES.M
    Last changed    : July 31, 2004 4:05:32 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\FAMESAG.M
    Last changed    : August 4, 2004 2:33:59 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : Polen húmedo con tratamiento térmico por 30min
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A August 4, 2004 2:36:50 PM Martha Sofía Page 3 of 5
 =====================================================================
                         Summed Peaks Report                         
=====================================================================
 
Signal 1: FID1 A, Front Signal
=====================================================================
                      Final Summed Peaks Report                      
=====================================================================
 
Signal 1: FID1 A, Front Signal
Name            Total Area  Amount   
                 [pA*s]       %      
---------------|----------|----------|
Butyric acid (C    0.00000   0.0000 
Caproic acid (C    0.00000   0.0000 
Caprylic acid (    0.00000   0.0000 
Capric acid (C1    0.00000   0.0000 
Undecanoic acid    0.00000   0.0000 
Lauric acid (C1    3.17935   0.6908 
Tridecanoic aci    0.00000   0.0000 
Myristic acid (    2.01404   0.6098 
Myristoleic aci    0.00000   0.0000 
Pentadecanoic a    0.00000   0.0000 
cis-10-Pentadec 7.54670e-1   0.2380 
Palmitic acid (    8.56901   1.7880 
Palmitoleic aci    0.00000   0.0000 
Heptadecanoic a    0.00000   0.0000 
cis-10-Heptadec    0.00000   0.0000 
Stearic acid (C    2.77145  12.9035 
Elaidic acid (C    0.00000   0.0000 
Oleic acid (C18    4.17840   1.2294 
Data File C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\QUESOS000015.D
Sample Name: PH30
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :  15
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 15
    Injection Date  : July 31, 2004 4:08:32 PM             Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\FAMES.M
    Last changed    : July 31, 2004 4:05:32 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\FAMESAG.M
    Last changed    : August 4, 2004 2:33:59 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : Polen húmedo con tratamiento térmico por 30min
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A August 4, 2004 2:36:50 PM Martha Sofía Page 4 of 5
Name            Total Area  Amount   
                 [pA*s]       %      
---------------|----------|----------|
Linolelaidic ac    0.00000   0.0000 
Linoleic acid (    6.10403   1.4406 
gamma-Linolenic    0.00000   0.0000 
Linolenic acid    15.19067   3.3057 
Arachidic acid     0.00000   0.0000 
9c,11t-octadeca    0.00000   0.0000 
10t,12c-octadec    0.00000   0.0000 
cis-11-Eicoseno    0.00000   0.0000 
10c,12c-octadec    0.00000   0.0000 
cis-11,14-Eicos    0.00000   0.0000 
cis-8,11,14-Eic    0.00000   0.0000 
cis-11,14,17-Ei    0.00000   0.0000 
Arachidonic aci    0.00000   0.0000 
Henecosanoic ac    0.00000   0.0000 
Behenic acid (C    0.00000   0.0000 
Erucic acid (C2    0.00000   0.0000 
cis-5,8,11,14,1    0.00000   0.0000 
cis-13,16-Docos    0.00000   0.0000 
Tricosanoic aci    0.00000   0.0000 
Lignoceric acid    0.00000   0.0000 
cis-4,7,10,13,1    0.00000   0.0000 
Nervonic acid (    0.00000   0.0000 
 
Totals :                    22.2059
 
 
Compound-related custom fields:
                          *** End of Report ***
Data File C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\QUESOS000015.D
Sample Name: PH30
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :  15
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 15
    Injection Date  : July 31, 2004 4:08:32 PM             Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\FAMES.M
    Last changed    : July 31, 2004 4:05:32 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\FAMESAG.M
    Last changed    : August 4, 2004 2:33:59 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : Polen húmedo con tratamiento térmico por 30min
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A August 4, 2004 2:36:50 PM Martha Sofía Page 5 of 5
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=====================================================================
                         ESTD Percent Report                         
=====================================================================
 
Sorted By             :      Signal
Calib. Data Modified  :      July 10, 2004 1:54:47 PM
Multiplier:                   :      4.0000
Dilution:                     :      1.0000
Sample Amount:               :      2.35000  [ppm]
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Data File C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\QUESOS000016.D
Sample Name: PS30
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :  16
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 16
    Injection Date  : July 31, 2004 4:36:49 PM             Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\FAMES.M
    Last changed    : July 31, 2004 4:05:32 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\FAMESAG.M
    Last changed    : August 4, 2004 2:33:59 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : Polen seco con tratamiento térmico por 30
                      min
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A August 4, 2004 2:36:57 PM Martha Sofía Page 1 of 6
 
Signal 1: FID1 A, Front Signal
Uncalibrated Peaks    :      compound name not specified
 
 
RetTime  Type     Area     Amt/Area    Amount   Grp   Name
 [min]          [pA*s]                   %     
-------|------|----------|----------|----------|--|------------------
  4.226            -          -          -         Butyric acid (C4:0)                               
  4.470 BB        5.54445    0.00000   0.000000    ?                                                 
  5.341            -          -          -         Caproic acid (C6:0)                               
  6.547            -          -          -         Caprylic acid (C8:0)                              
  7.631            -          -          -         Capric acid (C10:0)                               
  8.137            -          -          -         Undecanoic acid (C11:0)                           
  8.659 BB        2.27329 1.39145e-3   0.503414    Lauric acid (C12:0)                               
  9.171            -          -          -         Tridecanoic acid (C13:0)                          
  9.523 BB        3.21442    0.00000   0.000000    ?                                                 
  9.758 BB        3.04325 1.60207e-3   0.781741    Myristic acid (C14:0)                             
 10.121            -          -          -         Myristoleic acid (C14:1)                          
 10.375            -          -          -         Pentadecanoic acid (C15:0)                        
 10.729 BB     7.87410e-1 1.87892e-3   0.237976    cis-10-Pentadecanoic acid (C15:1)                 
 11.143 BB       16.97450 1.18676e-3   3.250582    Palmitic acid (C16:0)                             
 11.557            -          -          -         Palmitoleic acid (C16:1)                          
 12.016            -          -          -         Heptadecanoic acid (C17:0)                        
 12.449 BB        1.98969    0.00000   0.000000    ?                                                 
 12.558            -          -          -         cis-10-Heptadecanoic acid (C17:1)                 
 12.674 BB     5.62431e-1    0.00000   0.000000    ?                                                 
 13.142 BB  +     4.68668 1.69716e-2  12.902493    Stearic acid (C18:0)                              
 13.528            -          -          -         Elaidic acid (C18:1n9t)                           
 13.709 BB  +     6.28441 1.54216e-3   1.572099    Oleic acid (C18:1n9c)                             
Data File C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\QUESOS000016.D
Sample Name: PS30
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :  16
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 16
    Injection Date  : July 31, 2004 4:36:49 PM             Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\FAMES.M
    Last changed    : July 31, 2004 4:05:32 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\FAMESAG.M
    Last changed    : August 4, 2004 2:33:59 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : Polen seco con tratamiento térmico por 30
                      min
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A August 4, 2004 2:36:57 PM Martha Sofía Page 2 of 6
RetTime  Type     Area     Amt/Area    Amount   Grp   Name
 [min]          [pA*s]                   %     
-------|------|----------|----------|----------|--|------------------
 14.082            -          -          -         Linolelaidic acid (C18:2n6t)                      
 14.431 BB        3.43030    0.00000   0.000000    ?                                                 
 14.733 BB        8.58366 1.33486e-3   1.856687-   Linoleic acid (C18:2n6c)                          
 15.482            -          -          -         gamma-Linolenic acid (C18:3n6)                    
 16.178 BB       30.13987 1.23102e-3   6.043802    Linolenic acid (C18:3n3)                          
 16.311            -          -          -     -   Arachidic acid (C20:0)                            
 16.718            -          -          -     -   9c,11t-octadecadienoic acid                       
 17.185            -          -          -         10t,12c-octadecadienoic acid                      
 17.187            -          -          -         cis-11-Eicosenoic acid (C20:1)                    
 17.640            -          -          -         10c,12c-octadecadienoic acid                      
 18.465 BB        4.78520    0.00000   0.000000    ?                                                 
 18.559            -          -          -         cis-11,14-Eicosadienoic acid ME                   
 18.861            -          -          -         cis-8,11,14-Eicosatrienoic acid (C20:3n6)         
 20.102            -          -          -         cis-11,14,17-Eicosatrienoic acid (C20:3n3)        
 21.017            -          -          -         Arachidonic acid (C20:4n6)                        
 21.214            -          -          -         Henecosanoic acid (C21:0)                         
 21.523            -          -          -         Behenic acid (C22:0)                              
 22.943            -          -          -         Erucic acid (C22:1n9)                             
 23.891            -          -          -         cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid (C20:5n3)  
 25.254            -          -          -         cis-13,16-Docosadienoic acid (C22:2)              
 25.718            -          -          -         Tricosanoic acid (C23:0)                          
 30.221            -          -          -         Lignoceric acid (C24:0)                           
 32.546            -          -          -         cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid (C22:6n3)
 36.125            -          -          -         Nervonic acid (C24:1)                             
 
Totals :                              27.148794
 
Data File C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\QUESOS000016.D
Sample Name: PS30
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :  16
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 16
    Injection Date  : July 31, 2004 4:36:49 PM             Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\FAMES.M
    Last changed    : July 31, 2004 4:05:32 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\FAMESAG.M
    Last changed    : August 4, 2004 2:33:59 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : Polen seco con tratamiento térmico por 30
                      min
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A August 4, 2004 2:36:57 PM Martha Sofía Page 3 of 6
 3 Warnings or Errors :
 
Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Time reference compound(s) not found
Warning : Amount limits exceeded
 
=====================================================================
                         Summed Peaks Report                         
=====================================================================
 
Signal 1: FID1 A, Front Signal
=====================================================================
                      Final Summed Peaks Report                      
=====================================================================
 
Signal 1: FID1 A, Front Signal
Name            Total Area  Amount   
                 [pA*s]       %      
---------------|----------|----------|
Butyric acid (C    0.00000   0.0000 
Caproic acid (C    0.00000   0.0000 
Caprylic acid (    0.00000   0.0000 
Capric acid (C1    0.00000   0.0000 
Undecanoic acid    0.00000   0.0000 
Lauric acid (C1    2.27329   0.5034 
Tridecanoic aci    0.00000   0.0000 
Myristic acid (    3.04325   0.7817 
Myristoleic aci    0.00000   0.0000 
Pentadecanoic a    0.00000   0.0000 
cis-10-Pentadec 7.87410e-1   0.2380 
Data File C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\QUESOS000016.D
Sample Name: PS30
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :  16
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 16
    Injection Date  : July 31, 2004 4:36:49 PM             Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\FAMES.M
    Last changed    : July 31, 2004 4:05:32 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\FAMESAG.M
    Last changed    : August 4, 2004 2:33:59 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : Polen seco con tratamiento térmico por 30
                      min
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A August 4, 2004 2:36:57 PM Martha Sofía Page 4 of 6
Name            Total Area  Amount   
                 [pA*s]       %      
---------------|----------|----------|
Palmitic acid (   16.97450   3.2506 
Palmitoleic aci    0.00000   0.0000 
Heptadecanoic a    0.00000   0.0000 
cis-10-Heptadec    0.00000   0.0000 
Stearic acid (C    4.68668  12.9025 
Elaidic acid (C    0.00000   0.0000 
Oleic acid (C18    6.28441   1.5721 
Linolelaidic ac    0.00000   0.0000 
Linoleic acid (    8.58366   1.8567 
gamma-Linolenic    0.00000   0.0000 
Linolenic acid    30.13987   6.0438 
Arachidic acid     0.00000   0.0000 
9c,11t-octadeca    0.00000   0.0000 
10t,12c-octadec    0.00000   0.0000 
cis-11-Eicoseno    0.00000   0.0000 
10c,12c-octadec    0.00000   0.0000 
cis-11,14-Eicos    0.00000   0.0000 
cis-8,11,14-Eic    0.00000   0.0000 
cis-11,14,17-Ei    0.00000   0.0000 
Arachidonic aci    0.00000   0.0000 
Henecosanoic ac    0.00000   0.0000 
Behenic acid (C    0.00000   0.0000 
Erucic acid (C2    0.00000   0.0000 
cis-5,8,11,14,1    0.00000   0.0000 
cis-13,16-Docos    0.00000   0.0000 
Tricosanoic aci    0.00000   0.0000 
Lignoceric acid    0.00000   0.0000 
Data File C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\QUESOS000016.D
Sample Name: PS30
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :  16
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 16
    Injection Date  : July 31, 2004 4:36:49 PM             Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\FAMES.M
    Last changed    : July 31, 2004 4:05:32 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\FAMESAG.M
    Last changed    : August 4, 2004 2:33:59 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : Polen seco con tratamiento térmico por 30
                      min
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A August 4, 2004 2:36:57 PM Martha Sofía Page 5 of 6
Name            Total Area  Amount   
                 [pA*s]       %      
---------------|----------|----------|
cis-4,7,10,13,1    0.00000   0.0000 
Nervonic acid (    0.00000   0.0000 
 
Totals :                    27.1488
 
 
Compound-related custom fields:
                          *** End of Report ***
Data File C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\QUESOS000016.D
Sample Name: PS30
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :  16
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 16
    Injection Date  : July 31, 2004 4:36:49 PM             Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\MARTHA\QUESOS 2004-07-31 09-52-36\FAMES.M
    Last changed    : July 31, 2004 4:05:32 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\FAMESAG.M
    Last changed    : August 4, 2004 2:33:59 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : Polen seco con tratamiento térmico por 30
                      min
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A August 4, 2004 2:36:57 PM Martha Sofía Page 6 of 6
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=====================================================================
                         ESTD Percent Report                         
=====================================================================
 
Sorted By             :      Signal
Calib. Data Modified  :      May 4, 2009 1:10:40 PM
Multiplier:                   :      4.0000
Dilution:                     :      1.0000
Sample Amount:               :      3.20000  [ppm]
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Data File C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\POLEN000006.D
Sample Name: B
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :   6
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 7
    Injection Date  : March 11, 2009 2:59:18 PM            Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\FAMES.M
    Last changed    : March 11, 2009 2:54:41 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\CALIBRACIONFAMES\CALIBRATIONFAMES 2009-01-23 11-40-02\
                      003F0101.D\FAMESAG.M
    Last changed    : May 4, 2009 1:14:09 PM by Julián Osorio
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : B FAMEs polen sin pasar por carbón activado
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A May 4, 2009 1:14:12 PM Julián Osorio Page 1 of 6
 
Signal 1: FID1 A, Front Signal
Uncalibrated Peaks    :      compound name not specified
 
 
RetTime  Type     Area     Amt/Area    Amount   Grp   Name
 [min]          [pA*s]                   %     
-------|------|----------|----------|----------|--|------------------
  4.226            -          -          -         Butyric acid (C4:0)                               
  4.477 BB       40.07611    0.00000   0.000000    ?                                                 
  5.363 BB     7.39207e-1 4.43960e-3   0.365919    Caproic acid (C6:0)                               
  6.566 BB     3.95990e-1 1.49777e-3   0.067613    Caprylic acid (C8:0)                              
  7.650 BB     2.22453e-1 3.01799e-3   0.077626    Capric acid (C10:0)                               
  8.102 BB     3.63980e-1    0.00000   0.000000    Undecanoic acid (C11:0)                           
  8.669 BB        4.93820 1.27597e-3   0.736428    Lauric acid (C12:0)                               
  9.178            -          -          -         Tridecanoic acid (C13:0)                          
  9.347 BB     4.07795e-1    0.00000   0.000000    ?                                                 
  9.524 BB        3.79384    0.00000   0.000000    ?                                                 
  9.766 BB        2.11094 1.80782e-3   0.449358    Myristic acid (C14:0)                             
 10.128            -          -          -         Myristoleic acid (C14:1)                          
 10.383            -          -          -         Pentadecanoic acid (C15:0)                        
 10.726 BB     5.84477e-1    0.00000   0.000000    ?                                                 
 10.812 BB     7.11128e-1 1.95749e-3   0.164433    cis-10-Pentadecanoic acid (C15:1)                 
 11.152 BB       16.75783 1.18773e-3   2.358594    Palmitic acid (C16:0)                             
 11.566            -          -          -         Palmitoleic acid (C16:1)                          
 12.025            -          -          -         Heptadecanoic acid (C17:0)                        
 12.442 BB        1.05162    0.00000   0.000000    ?                                                 
 12.686 BB        1.47978 1.58977e-3   0.279361    cis-10-Heptadecanoic acid (C17:1)                 
 13.059 BV     6.08991e-1    0.00000   0.000000    ?                                                 
 13.152 VB  +     2.08384 3.68496e-2   9.147451    Stearic acid (C18:0)                              
Data File C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\POLEN000006.D
Sample Name: B
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :   6
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 7
    Injection Date  : March 11, 2009 2:59:18 PM            Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\FAMES.M
    Last changed    : March 11, 2009 2:54:41 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\CALIBRACIONFAMES\CALIBRATIONFAMES 2009-01-23 11-40-02\
                      003F0101.D\FAMESAG.M
    Last changed    : May 4, 2009 1:14:09 PM by Julián Osorio
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : B FAMEs polen sin pasar por carbón activado
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A May 4, 2009 1:14:12 PM Julián Osorio Page 2 of 6
RetTime  Type     Area     Amt/Area    Amount   Grp   Name
 [min]          [pA*s]                   %     
-------|------|----------|----------|----------|--|------------------
 13.528            -          -          -         Elaidic acid (C18:1n9t)                           
 13.722 BB  +     6.95407 1.49910e-3   1.241863    Oleic acid (C18:1n9c)                             
 14.095            -          -          -         Linoleic acid (C18:2n6)                           
 14.417 BB        2.09049    0.00000   0.000000    ?                                                 
 14.749 BB       10.11325 1.30342e-3   1.568639-   Linolelaidic acid (C18:3n6)                       
 15.497            -          -          -         gamma-Linolenic acid (C18:3n6)                    
 16.197 BB       38.06945 1.21604e-3   5.537896    Linolenic acid (C18:3n3)                          
 16.326            -          -          -     -   Arachidic acid (C20:0)                            
 16.614            -          -          -     -   9c,11t-octadecadienoic acid                       
 17.201            -          -          -         10t,12c-octadecadienoic acid                      
 17.203            -          -          -         cis-11-Eicosenoic acid (C20:1)                    
 17.657            -          -          -         10c,12c-octadecadienoic acid                      
 18.433 BB        2.61409    0.00000   0.000000    ?                                                 
 18.576            -          -          -         cis-11,14-Eicosadienoic acid ME                   
 18.879            -          -          -         cis-8,11,14-Eicosatrienoic acid (C20:3n6)         
 20.121            -          -          -         cis-11,14,17-Eicosatrienoic acid (C20:3n3)        
 21.037            -          -          -         Arachidonic acid (C20:4n6)                        
 21.233            -          -          -         Henecosanoic acid (C21:0)                         
 21.543            -          -          -         Behenic acid (C22:0)                              
 22.964            -          -          -         Erucic acid (C22:1n9)                             
 23.913            -          -          -         cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid (C20:5n3)  
 25.278            -          -          -         cis-13,16-Docosadienoic acid (C22:2)              
 25.742            -          -          -         Tricosanoic acid (C23:0)                          
 30.249            -          -          -         Lignoceric acid (C24:0)                           
 32.576            -          -          -         cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid (C22:6n3)
 36.158            -          -          -         Nervonic acid (C24:1)                             
 
Data File C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\POLEN000006.D
Sample Name: B
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :   6
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 7
    Injection Date  : March 11, 2009 2:59:18 PM            Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\FAMES.M
    Last changed    : March 11, 2009 2:54:41 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\CALIBRACIONFAMES\CALIBRATIONFAMES 2009-01-23 11-40-02\
                      003F0101.D\FAMESAG.M
    Last changed    : May 4, 2009 1:14:09 PM by Julián Osorio
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : B FAMEs polen sin pasar por carbón activado
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A May 4, 2009 1:14:12 PM Julián Osorio Page 3 of 6
Totals :                              21.995182
 
 
4 Warnings or Errors :
 
Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Time reference compound(s) not found
Warning : Negative results set to zero (cal. curve intercept), (Undecanoic acid (C11:0))
Warning : Amount limits exceeded
 
=====================================================================
                         Summed Peaks Report                         
=====================================================================
 
Signal 1: FID1 A, Front Signal
=====================================================================
                      Final Summed Peaks Report                      
=====================================================================
 
Signal 1: FID1 A, Front Signal
Name            Total Area  Amount   
                 [pA*s]       %      
---------------|----------|----------|
Butyric acid (C    0.00000   0.0000 
Caproic acid (C 7.39207e-1   0.3659 
Caprylic acid ( 3.95990e-1   0.0676 
Capric acid (C1 2.22453e-1   0.0776 
Undecanoic acid 3.63980e-1   0.0000 
Lauric acid (C1    4.93820   0.7364 
Tridecanoic aci    0.00000   0.0000 
Data File C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\POLEN000006.D
Sample Name: B
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :   6
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 7
    Injection Date  : March 11, 2009 2:59:18 PM            Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\FAMES.M
    Last changed    : March 11, 2009 2:54:41 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\CALIBRACIONFAMES\CALIBRATIONFAMES 2009-01-23 11-40-02\
                      003F0101.D\FAMESAG.M
    Last changed    : May 4, 2009 1:14:09 PM by Julián Osorio
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : B FAMEs polen sin pasar por carbón activado
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A May 4, 2009 1:14:12 PM Julián Osorio Page 4 of 6
Name            Total Area  Amount   
                 [pA*s]       %      
---------------|----------|----------|
Myristic acid (    2.11094   0.4494 
Myristoleic aci    0.00000   0.0000 
Pentadecanoic a    0.00000   0.0000 
cis-10-Pentadec 7.11128e-1   0.1644 
Palmitic acid (   16.75783   2.3586 
Palmitoleic aci    0.00000   0.0000 
Heptadecanoic a    0.00000   0.0000 
cis-10-Heptadec    1.47978   0.2794 
Stearic acid (C    2.08384   9.1475 
Elaidic acid (C    0.00000   0.0000 
Oleic acid (C18    6.95407   1.2419 
Linoleic acid (    0.00000   0.0000 
Linolelaidic ac   10.11325   1.5686 
gamma-Linolenic    0.00000   0.0000 
Linolenic acid    38.06945   5.5379 
Arachidic acid     0.00000   0.0000 
9c,11t-octadeca    0.00000   0.0000 
10t,12c-octadec    0.00000   0.0000 
cis-11-Eicoseno    0.00000   0.0000 
10c,12c-octadec    0.00000   0.0000 
cis-11,14-Eicos    0.00000   0.0000 
cis-8,11,14-Eic    0.00000   0.0000 
cis-11,14,17-Ei    0.00000   0.0000 
Arachidonic aci    0.00000   0.0000 
Henecosanoic ac    0.00000   0.0000 
Behenic acid (C    0.00000   0.0000 
Erucic acid (C2    0.00000   0.0000 
Data File C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\POLEN000006.D
Sample Name: B
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :   6
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 7
    Injection Date  : March 11, 2009 2:59:18 PM            Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\FAMES.M
    Last changed    : March 11, 2009 2:54:41 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\CALIBRACIONFAMES\CALIBRATIONFAMES 2009-01-23 11-40-02\
                      003F0101.D\FAMESAG.M
    Last changed    : May 4, 2009 1:14:09 PM by Julián Osorio
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : B FAMEs polen sin pasar por carbón activado
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
    ------------------------------|--------------------------------------
    =====================================================================
Agilent 7890A May 4, 2009 1:14:12 PM Julián Osorio Page 5 of 6
Name            Total Area  Amount   
                 [pA*s]       %      
---------------|----------|----------|
cis-5,8,11,14,1    0.00000   0.0000 
cis-13,16-Docos    0.00000   0.0000 
Tricosanoic aci    0.00000   0.0000 
Lignoceric acid    0.00000   0.0000 
cis-4,7,10,13,1    0.00000   0.0000 
Nervonic acid (    0.00000   0.0000 
 
Totals :                    21.9952
 
 
Compound-related custom fields:
                          *** End of Report ***
Data File C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\POLEN000006.D
Sample Name: B
    =====================================================================
    Acq. Operator   : Martha Sofía                   Seq. Line :   6
    Acq. Instrument : Agilent 7890A                   Location : Vial 7
    Injection Date  : March 11, 2009 2:59:18 PM            Inj :   1
                                                    Inj Volume : 1 µl
    Acq. Method     : C:\CHEM32\1\DATA\CARLOSFUENMAYOR\POLEN 2009-03-11 12-40-20\FAMES.M
    Last changed    : March 11, 2009 2:54:41 PM by Martha Sofía
                      (modified after loading)
    Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\CALIBRACIONFAMES\CALIBRATIONFAMES 2009-01-23 11-40-02\
                      003F0101.D\FAMESAG.M
    Last changed    : May 4, 2009 1:14:09 PM by Julián Osorio
                      (modified after loading)
    Method Info     : Para FAMEs general 
    Sample Info     : B FAMEs polen sin pasar por carbón activado
                      
    Sample-related custom fields:
    Name                          |Value
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ANEXO 04. FICHAS TÉCNICAS DE RESULTADOS DE VALORACIÓN DE DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA 
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                                                              Página 1 de 2 
        ══════════════════════════════════════════════════════════════════════ 
        FECHA DE INGRESO  : 11/09/2009 
        FECHA DEL INFORME : 11/17/2009 
        PROCEDENCIA       : UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
        REMITENTE         : SR. CARLOS ALBERTO FUENMAYOR 
        DIRECCION         : CIUDAD UNIVERSITARIA 
        CIUDAD            : STAFE DE BOGOTA 
        TELEFONO          : 3165167 
        TELEFAX           :  
        NUMERO DE MUESTRAS: 1 
 
        ══════════════════════════════════════════════════════════════════════ 
            
        Muestra No. 1- MUESTRA # 4 BLANCO OH                              
                                                                          
                                                                          
        La contramuestra se retendrá hasta el 11/29/2009 
 
           ANALISIS                            RESULTADO 
 
           MATERIA SECA                       61.09  % 
 
           DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA : 
 
             PROTEINA                         18.04  % 
 
             PROTEINA DIGESTIBLE              10.68  % 
 
             DIGESTIBILIDAD                   59.26  % 
         
           METODOS DE ANALISIS                                               
                                                                             
           MATERIA SECA: Gravimetría, método de la estufa Norma ISO 6496     
           NTC 4888                                                          
           DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA: Procedimiento en Norma NTC 719 .       
           Pepsina de actividad 1:10000, concentración 0.0002 %, tiempo de   
           incubación 16 horas.                                              
                                                       (Continúan...) Métodos 
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        ══════════════════════════════════════════════════════════════════════ 
         
 
           OBSERVACIONES : 
            
           Resultados de digestibilidad en pepsina en base tal como se       
           presenta el producto                                              
         
            
        Este informe expresa fielmente los resultados de los análisis     
        realizados a las muestras en él mencionadas. Podrá ser            
        reproducido totalmente, pero no parcialmente, excepto cuando se   
        obtenga la debida autorización de NUTRIANALISIS LTDA.             
 
 
        Firmas Autorizadas 
 
         
       Elaboró          Revisó 
  
 
        María Cristina Otálora                 Fabiola O. de Belalcázar    
           Jefe de Laboratorio                     Director Técnico                                                       
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        ══════════════════════════════════════════════════════════════════════ 
        FECHA DE INGRESO  : 11/09/2009 
        FECHA DEL INFORME : 11/17/2009 
        PROCEDENCIA       : UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
        REMITENTE         : SR. CARLOS ALBERTO FUENMAYOR 
        DIRECCION         : CIUDAD UNIVERSITARIA 
        CIUDAD            : STAFE DE BOGOTA 
        TELEFONO          : 3165167 
        TELEFAX           :  
        NUMERO DE MUESTRAS: 1 
 
        ══════════════════════════════════════════════════════════════════════ 
            
        Muestra No. 1- MUESTRA # 6 MUESTRA BLANCO 38H                     
                                                                          
                                                                          
        La contramuestra se retendrá hasta el 11/29/2009 
 
           ANALISIS                            RESULTADO 
 
           MATERIA SECA                       61.23  % 
 
           DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA : 
 
             PROTEINA                         18.16  % 
 
             PROTEINA DIGESTIBLE              8.25  % 
 
             DIGESTIBILIDAD                   45.43  % 
         
           METODOS DE ANALISIS                                               
                                                                             
           MATERIA SECA: Gravimetría, método de la estufa Norma ISO 6496     
           NTC 4888                                                          
           DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA: Procedimiento en Norma NTC 719.        
           Pepsina de actividad 1:10000, concentración 0.0002 %, tiempo de   
           incubación 16 horas.                                              
                                                       (Continúan...) Métodos 
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           OBSERVACIONES : 
            
           Resultados de digestibilidad en pepsina en base tal como se       
           presenta el producto.                                             
         
            
        Este informe expresa fielmente los resultados de los análisis     
        realizados a las muestras en él mencionadas. Podrá ser            
        reproducido totalmente, pero no parcialmente, excepto cuando se   
        obtenga la debida autorización de NUTRIANALISIS LTDA.             
 
 
        Firmas Autorizadas 
 
 
       Elaboró          Revisó 
  
 
        María Cristina Otálora                 Fabiola O. de Belalcázar    
           Jefe de Laboratorio                     Director Técnico                                                       
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        ══════════════════════════════════════════════════════════════════════ 
        FECHA DE INGRESO  : 11/09/2009 
        FECHA DEL INFORME : 11/17/2009 
        PROCEDENCIA       : UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
        REMITENTE         : SR. CARLOS ALBERTO FUENMAYOR 
        DIRECCION         : CIUDAD UNIVERSITARIA 
        CIUDAD            : STAFE DE BOGOTA 
        TELEFONO          : 3165167 
        TELEFAX           :  
        NUMERO DE MUESTRAS: 1 
 
        ══════════════════════════════════════════════════════════════════════ 
            
        Muestra No. 1- MUESTRA # DIGEST 38H                               
                                                                          
                                                                          
        La contramuestra se retendrá hasta el 11/29/2009 
 
           ANALISIS                            RESULTADO 
 
           MATERIA SECA                       60.71  % 
 
           DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA : 
 
             PROTEINA                         17.81  % 
 
             PROTEINA DIGESTIBLE              8.88  % 
 
             DIGESTIBILIDAD                   49.82  % 
         
           METODOS DE ANALISIS                                               
                                                                             
           MATERIA SECA: Gravimetría, método de la estufa Norma ISO 6496     
           NTC 4888                                                          
           DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA: Procedimiento en Norma NTC 719.        
           Pepsina de actividad 1:10000, concentración 0.0002 %, tiempo de   
           incubación 16 horas.                                              
                                                       (Continúan...) Métodos 
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           OBSERVACIONES : 
            
           Resultados de digestibilidad en pepsina en base tal como se       
           presenta el producto.                                             
         
            
        Este informe expresa fielmente los resultados de los análisis     
        realizados a las muestras en él mencionadas. Podrá ser            
        reproducido totalmente, pero no parcialmente, excepto cuando se   
        obtenga la debida autorización de NUTRIANALISIS LTDA.             
 
 
        Firmas Autorizadas 
 
         
       Elaboró          Revisó 
  
 
        María Cristina Otálora                 Fabiola O. de Belalcázar    
           Jefe de Laboratorio                     Director Técnico                                                       
  
 
 
 
Calle 24A No. 44 A-12 Qta. Paredes Tels. 2690506 - 3682580 - 3682581 - 3682582 Fax 3682584 
Bogotá D.C. Colombia www.nutrianlisis.com.co E-mail: nutrianalisis@nutrianalisis.com.co 
 
                             INFORME DE ENSAYO No. 54652                       
 
                                                              Página 1 de 2 
        ══════════════════════════════════════════════════════════════════════ 
        FECHA DE INGRESO  : 11/09/2009 
        FECHA DEL INFORME : 11/17/2009 
        PROCEDENCIA       : UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
        REMITENTE         : SR. CARLOS ALBERTO FUENMAYOR 
        DIRECCION         : CIUDAD UNIVERSITARIA 
        CIUDAD            : STAFE DE BOGOTA 
        TELEFONO          : 3165167 
        TELEFAX           :  
        NUMERO DE MUESTRAS: 1 
 
        ══════════════════════════════════════════════════════════════════════ 
            
        Muestra No. 1- MUESTRA # 2 POLEN HUMEDO BOY 35                    
                                                                          
                                                                          
        La contramuestra se retendrá hasta el 11/29/2009 
 
           ANALISIS                            RESULTADO 
 
           DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA : 
 
             PROTEINA                         17.89  % 
 
             PROTEINA DIGESTIBLE              16.40  % 
 
             DIGESTIBILIDAD                   91.68  % 
         
           METODOS DE ANALISIS                                               
                                                                             
           Procedimiento en Norma NTC 719. Pepsina de actividad  1:10000,    
           concentración 0.0002 %, tiempo de incubación 16 horas.            
         
 
           OBSERVACIONES : 
            
           Resultados en base tal como se presenta el producto.              
                                                 (Continúan...) Observaciones 
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                                                             ...OBSERVACIONES  
         
            
        Este informe expresa fielmente los resultados de los análisis     
        realizados a las muestras en él mencionadas. Podrá ser            
        reproducido totalmente, pero no parcialmente, excepto cuando se   
        obtenga la debida autorización de NUTRIANALISIS LTDA.             
 
 
        Firmas Autorizadas 
 
         
       Elaboró          Revisó 
  
 
        María Cristina Otálora                 Fabiola O. de Belalcázar    
           Jefe de Laboratorio                     Director Técnico                                                       
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        ══════════════════════════════════════════════════════════════════════ 
        FECHA DE INGRESO  : 11/09/2009 
        FECHA DEL INFORME : 11/17/2009 
        PROCEDENCIA       : UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
        REMITENTE         : SR. CARLOS ALBERTO FUENMAYOR 
        DIRECCION         : CIUDAD UNIVERSITARIA 
        CIUDAD            : STAFE DE BOGOTA 
        TELEFONO          : 3165167 
        TELEFAX           :  
        NUMERO DE MUESTRAS: 1 
 
        ══════════════════════════════════════════════════════════════════════ 
            
        Muestra No. 1- POLEN SECO BOY 36                                  
                                                                          
                                                                          
        La contramuestra se retendrá hasta el 11/29/2009 
 
           ANALISIS                            RESULTADO 
 
           DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA : 
 
             PROTEINA                         25.53  % 
 
             PROTEINA DIGESTIBLE              18.43  % 
 
             DIGESTIBILIDAD                   72.21  % 
         
           METODOS DE ANALISIS                                               
                                                                             
           Procedimiento en Norma NTC 719. Pepsina de actividad  1:10000,    
           concentración 0.0002 %, tiempo de incubación 16 horas.            
         
 
           OBSERVACIONES : 
            
           Resultados en base tal como se presenta el producto.              
                                                 (Continúan...) Observaciones 
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                                                             ...OBSERVACIONES  
         
            
        Este informe expresa fielmente los resultados de los análisis     
        realizados a las muestras en él mencionadas. Podrá ser            
        reproducido totalmente, pero no parcialmente, excepto cuando se   
        obtenga la debida autorización de NUTRIANALISIS LTDA.             
 
 
        Firmas Autorizadas 
 
         
       Elaboró          Revisó 
  
 
        María Cristina Otálora                 Fabiola O. de Belalcázar    
           Jefe de Laboratorio                     Director Técnico                                                       
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        ══════════════════════════════════════════════════════════════════════ 
        FECHA DE INGRESO  : 11/09/2009 
        FECHA DEL INFORME : 11/17/2009 
        PROCEDENCIA       : UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
        REMITENTE         : SR. CARLOS ALBERTO FUENMAYOR 
        DIRECCION         : CIUDAD UNIVERSITARIA 
        CIUDAD            : STAFE DE BOGOTA 
        TELEFONO          : 3165167 
        TELEFAX           :  
        NUMERO DE MUESTRAS: 1 
 
        ══════════════════════════════════════════════════════════════════════ 
            
        Muestra No. 1- MUESTRA # 3 POLEN SECO                             
                                                                          
                                                                          
        La contramuestra se retendrá hasta el 11/29/2009 
 
           ANALISIS                            RESULTADO 
 
           DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA : 
 
             PROTEINA                         27.50  % 
 
             PROTEINA DIGESTIBLE              19.06  % 
 
             DIGESTIBILIDAD                   69.29  % 
         
           METODOS DE ANALISIS                                               
                                                                             
           Procedimiento en Norma NTC 719. Pepsina de actividad  1:10000,    
           concentración 0.0002 %, tiempo de incubación 16 horas.            
         
 
           OBSERVACIONES : 
            
           Resultados en base tal como se presenta el producto.              
                                                 (Continúan...) Observaciones 
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                                                             ...OBSERVACIONES  
         
            
        Este informe expresa fielmente los resultados de los análisis     
        realizados a las muestras en él mencionadas. Podrá ser            
        reproducido totalmente, pero no parcialmente, excepto cuando se   
        obtenga la debida autorización de NUTRIANALISIS LTDA.             
 
 
        Firmas Autorizadas 
 
         
       Elaboró          Revisó 
  
 
        María Cristina Otálora                 Fabiola O. de Belalcázar    
           Jefe de Laboratorio                     Director Técnico                                                       
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 05. ESTADÍSTICA 
 Modelo lineal general: Acidez_P; pH; ... vs. Cultivo; Tiempo 
 
Modelo lineal general: Acidez_P; pH; ... vs. Cultivo; Tiempo 
 
Factor   Tipo       Niveles  Valores 
Cultivo  aleatorio        2  Acidophilus; Blanco 
Tiempo   aleatorio        4  0; 12; 24; 36 
 
Análisis de varianza para Acidez_P, utilizando SC ajustada para pruebas 
Fuente          GL  SC sec.  SC ajust.  MC ajust.     F      P 
Cultivo          1  1222.35    1222.35    1222.35  8.90  0.058 
Tiempo           3   996.88     996.88     332.29  2.42  0.244 
Cultivo*Tiempo   3   412.08     412.08     137.36  6.49  0.004 
Error           16   338.88     338.88      21.18 
Total           23  2970.20 
S = 4.60219   R-cuad. = 88.59%   R-cuad.(ajustado) = 83.60% 
Observaciones inusuales de Acidez_P 
                                             Residuo 
Obs  Acidez_P   Ajuste  Ajuste SE  Residuo  estándar 
 16   11.9153  20.4410     2.6571  -8.5257     -2.27 R 
 20   36.4803  25.6813     2.6571  10.7990      2.87 R 
R denota una observación con un residuo estandarizado grande. 
 
Análisis de varianza para pH, utilizando SC ajustada para pruebas 
Fuente          GL   SC sec.  SC ajust.  MC ajust.      F      P 
Cultivo          1  0.104412   0.104412   0.104412   8.19  0.065 
Tiempo           3  0.140308   0.140308   0.046769   3.67  0.157 
Cultivo*Tiempo   3  0.038257   0.038257   0.012752  20.28  0.000 
Error           16  0.010062   0.010062   0.000629 
Total           23  0.293040 
S = 0.0250774   R-cuad. = 96.57%   R-cuad.(ajustado) = 95.06% 
Observaciones inusuales de pH 
                                            Residuo 
Obs       pH   Ajuste  Ajuste SE  Residuo  estándar 
  9  4.99800  4.93467    0.01448  0.06333      3.09 R 
R denota una observación con un residuo estandarizado grande. 
 
Análisis de varianza para %_Fructosa, utilizando SC ajustada para pruebas 
Fuente          GL  SC sec.  SC ajust.  MC ajust.     F      P 
Cultivo          1   7.8352     7.8352     7.8352  5.37  0.103 
Tiempo           3  37.5831    37.5831    12.5277  8.59  0.055 
Cultivo*Tiempo   3   4.3739     4.3739     1.4580  6.55  0.004 
Error           16   3.5637     3.5637     0.2227 
Total           23  53.3558 
S = 0.471943   R-cuad. = 93.32%   R-cuad.(ajustado) = 90.40% 
Observaciones inusuales de %_Fructosa 
                                               Residuo 
Obs  %_Fructosa   Ajuste  Ajuste SE  Residuo  estándar 
 24     15.2904  14.0433     0.2725   1.2471      3.24 R 
R denota una observación con un residuo estandarizado grande. 
 
Análisis de varianza para %_Glucosa, utilizando SC ajustada para pruebas 
Fuente          GL  SC sec.  SC ajust.  MC ajust.      F      P 
Cultivo          1   4.6501     4.6501     4.6501   5.28  0.105 
Tiempo           3  24.5731    24.5731     8.1910   9.29  0.050 
Cultivo*Tiempo   3   2.6437     2.6437     0.8812  10.91  0.000 
Error           16   1.2920     1.2920     0.0807 
Total           23  33.1590 
 
S = 0.284162   R-cuad. = 96.10%   R-cuad.(ajustado) = 94.40% 
Observaciones inusuales de %_Glucosa 
                                              Residuo 
Obs  %_Glucosa   Ajuste  Ajuste SE  Residuo  estándar 
 10     9.6290  10.1038     0.1641  -0.4748     -2.05 R 
 20     8.5132   9.0705     0.1641  -0.5573     -2.40 R 
 24     8.7566   8.2684     0.1641   0.4883      2.10 R 
R denota una observación con un residuo estandarizado grande. 
 
Análisis de varianza para %_Sacarosa, utilizando SC ajustada para pruebas 
Fuente          GL  SC sec.  SC ajust.  MC ajust.     F      P 
Cultivo          1  0.72824    0.72824    0.72824  6.67  0.082 
Tiempo           3  0.51660    0.51660    0.17220  1.58  0.359 
Cultivo*Tiempo   3  0.32769    0.32769    0.10923  2.30  0.116 
Error           16  0.75831    0.75831    0.04739 
Total           23  2.33084 
S = 0.217702   R-cuad. = 67.47%   R-cuad.(ajustado) = 53.23% 
Observaciones inusuales de %_Sacarosa 
                                                Residuo 
Obs  %_Sacarosa   Ajuste  Ajuste SE   Residuo  estándar 
 22     5.14962  5.67970    0.12569  -0.53008     -2.98 R 
 24     6.06086  5.67970    0.12569   0.38115      2.14 R 
R denota una observación con un residuo estandarizado grande. 
 
Análisis de varianza para %_ALactico, utilizando SC ajustada para pruebas 
Fuente          GL  SC sec.  SC ajust.  MC ajust.      F      P 
Cultivo          1   7.5464     7.5464     7.5464   8.24  0.064 
Tiempo           3   3.9095     3.9095     1.3032   1.42  0.390 
Cultivo*Tiempo   3   2.7480     2.7480     0.9160  42.00  0.000 
Error           16   0.3490     0.3490     0.0218 
Total           23  14.5529 
S = 0.147688   R-cuad. = 97.60%   R-cuad.(ajustado) = 96.55% 
 
  
Observaciones inusuales de %_ALactico 
 
                                                Residuo 
Obs  %_ALactico   Ajuste  Ajuste SE   Residuo  estándar 
 20     1.46352  1.75877    0.08527  -0.29526     -2.45 R 
 21     2.14444  1.75877    0.08527   0.38567      3.20 R 
R denota una observación con un residuo estandarizado grande. 
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